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Resumo

O Imageamento Hiperespectral (IH) é uma técnica utilizada para obter a assinatura
espectral de uma amostra com resolugdo espacial, permitindo a identificagdo de um
ou mais espectros em uma mesma amostra. O IH é amplamente utilizado em escala
macroscopica para a caracterizacao e estudo de amostras em diversas areas de aplicacao
desde o sensoriamento remoto da superficie do planeta a conservagao e restauracao de obras
de arte. Nos tltimos anos apreciamos o desenvolvimento do ITH em escala microscopica,
isto é imagens com resolucao espacial da ordem de micrometros com resolugao espectral.
A aplicacao de técnicas épticas em conjunto com o imageamento microscopico é de
grande interesse para o estudo de materiais biologicos, especialmente as aplica¢des como
ferramentas auxiliares para diagnésticos patologicos. Atualmente os métodos de diagnostico
se baseiam majoritariamente na andlise visual dos tecidos, o que envolve procedimentos de
preparacao das amostras que implicam custos financeiros e demandam tempo para cortes
e coloragoes para obtencao das laminas de microscopia. A literatura aponta vantagens na
utilizacao de técnicas 6pticas, especialmente a espectroscopia 6ptica, como uma possivel
ferramenta de diagnéstico de patologias. Resultados recentes apontam a possibilidade da
utilizacao da espectroscopia 6ptica em conjunto com o imageamento microscopico para
o diagnoéstico de pré-cancer, isto é, o estagio proximo do inicio do desenvolvimento do
cancer em que a morfologia do tecido ainda nao foi alterada o suficiente para o diagnodstico
com os métodos amplamente utilizados. Neste trabalho apresentamos o desenvolvimento
de um Microscopio Hiperespectral e a aplicagdo em materiais biolégicos. O microscopio
hiperespectral (MH) consiste em um microscépio 6ptico customizado com a adaptagao
de um interferometro baseado em materiais birrefringentes que servem como a base para
um espectrometro por Transformada de Fourier (ETF). Apresentamos uma revisao dos
processos fisicos que possibilitam a utilizacdo de elementos birrefringentes em um ETF.
Discutimos detalhes da montagem, como resolucao espacial e espectral e apresentamos as
rotinas de calibracao usadas. Apresentamos amostras de calibracdo, amostras de teste e a

aplicagao em cortes histologicos de bidpsia em tecido de prostata.

Palavras-chave: Imageamento Hiperespectral, Microscopio Hiperespectral, birrefringén-

cia, interferometria, espectroscopia, Biofotonica, materiais biologicos.






Abstract

Hyperspectral Imaging (HI) is a technique used to obtain the spectral signature of a sample
with spatial resolution, allowing the identification of one or more spectra from the sample.
HI is widely used on macroscopic scale for characterization and study in a wide range of
applications, from remote sensing of the planet’s surface to art conservation and restoration.
Recently, the development of HI on a microscopic scale has been achieved, that is, images
with spatial resolution about micrometers and with spectral resolution. The application of
optical techniques associated to microscopic imaging is a subject of interest for the study
of biological materials, especially applications as acessorial tools for pathological diagnosis.
Currently, diagnostic methods are mainly based on tissue visual evaluation, which leads
to the need for sample preparation procedures that imply financial costs and time for
staining and preparing microscopic slides. The literature points out advantages in the
use of optical techniques, especially optical spectroscopy, as a possible tool for diagnosing
pathologies. In particular, the possibility of using optical spectroscopy associated to
microscopic imaging for pre-cancer diagnosis, the stage close to the beginning of cancer
development where the tissue morphology does not present observable alterations by the
methods widely used for diagnosis. The aim of this work is to present the development of
a Hyperspectral Microscope (HM) and its applications for analysis of biological materials.
HM is a custom-made microscope coupled to a birefringent-based interferometer used
to perform Fourier Transform Spectroscopy (FTS). We present a review of the physical
processes that allow the use of birefringent elements in an FTS. We show the experimental
details, such as spatial and spectral resolution and calibration routines. We also present
results for calibration samples, test samples and the application in histological sections of

prostate tissue biopsy.

Keywords: Hyperspectral Imaging, Hyperspectral Microscope, birefringence, interferome-

try, spectroscopy, biophotonics, biological materials.
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1 Introducao

O Imageamento Hiperespectral (IH) é uma técnica utilizada para se obter
a imagem de um objeto com resolucao espacial e espectral. O termo hiperespectral faz
referéncia a largura da faixa espectral coberta (centenas de bandas ou espectro continuo)
nas medidas que variam de acordo com a técnica utilizada. O TH associa a cada pixel de
uma imagem de um objeto o espectro correspondente. As primeiras publicacoes cientificas
envolvendo imageamento com informacao espectral datam da década de 1980, tratando do
desenvolvimento de uma técnica utilizada para o sensoriamento remoto da superficie do
planeta Terra. A. Goetz e colaboradores [1] introduziram a técnica de imageamento com
informacao espectral coletados simultaneamente para aplicagoes de sensoriamento remoto.
Neste trabalho os autores identificaram a presenca de minerais dominantes na superficie
do solo através da assinatura espectral em conjunto com o imageamento da area conforme

apresenta a Figura[l]
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Figura 1 — Imageamento hiperespectral da superficie terrestre realizado na década de
1980. Comparagao entre os espectros medidos em campo (linha em preto) e as
referéncias medidas em laboratoério (linhas coloridas) identificam a presenca de
dois minerais dominantes em regioes distintas. Figura retirada de [2].

A técnica utilizada foi o imageamento aéreo utilizando elementos dispersivos para
decomposicao espectral e 128 filtros com banda de transmissao estreita (AX &~ 9 nm em
cada filtro) e contiguos na regiao do visivel e infravermelho préximo (400 nm - 2500 nm).
Dados espectroscopios de minerais presentes no solo analisadas em laboratério foram

utilizados para a calibracao dos primeiros equipamentos portateis.

A Figura2] apresenta as descrigoes das técnicas de imageamento e espectroscopia.



2 Capitulo 1. Introducio

As técnicas recentes de IH baseadas em materiais birrefringentes e espectrometro por

Transformada de Fourier produzem um espectro continuo.

,) .
6‘90 Intensidade
O

N
@'
o

Caracteristicas

Monocromatica Espectrometria Multiespectral Hiperespectral
Informacéo espacial Sim Sim Nao Sim Sim
Numero de bandas 1 3 Entre dezenas Maior que 3 Entre dezenas

e centenas e menor que 10 e centenas

Informagédo espectral ~ Nao Nao Sim Limitada Sim
Informagao de - .. . L .
multiconstituintes Néo Limitada Sim Limitada Sim
Identificagdo de tragos . ' o .
de componentes Nao Néo Sim Limitada Sim

Figura 2 — Descrigao e caracteristica das técnicas de imageamento e espectrometria. Figura
adaptada de [3].

A medida que a técnica se tornou promissora, o imageamento hiperespectral come-
cou a ser utilizado como ferramenta presente em satélites e espagonaves. Esses estudos
ajudaram a consolidar as ferramentas e técnicas utilizadas para o melhor entendimento da
superficie terrestre, tais como a composicao do solo através da presenca de minerais e a
identificagdo e mapeamento de grandes areas de vegetagao, desertos e areas urbanas. Poste-
riormente as técnicas combinadas de imageamento e espectroscopia foram utilizadas para
estudar também os oceanos [4]. Com o desenvolvimento da técnica, novas possibilidades de
configuracao experimental foram propostas possibilitando também o estudo de objetos, tais
como obras de arte e alimentos [5,6]. Essas melhorias estao relacionadas tanto a capacidade
de resolucao espacial (capacidade de distinguir objetos pequenos préximos uns aos outros)
quanto resolucdo espectral (capacidade de separar assinaturas espectrais distintas em
regides proximas no espectro eletromagnético). As montagens experimentais mais recentes
possibilitaram o IH para o estudo de amostras macroscopicas com escalas reduzidas para

cerca de centimetros e poucos metros como ¢ o caso da cdmera hiperespectral [7].

A figurg3| apresenta a imagem hiperespectral de um vitral em uma basilica da
cidade de Mildo [8]. Neste exemplo vemos o espectro de transmissao da luz solar através
dos vidros que compoem o vitral. Vemos em detalhe um Mapa falso-RGB gerado a partir
dos espectros de transmissao. Vemos ainda que os vidros de coloracao azul dessa obra
de arte possuem espectros de transmissao que diferem consideravelmente na regiao do

infravermelho.



Na
7)(3]

Light intensity [arb. un.]

400 450 500 600 700 800 2 [nm]
Wavelength [nm]

Figura 3 — Imagem hiperespectral de um vitral em uma basilica de Milao iluminado pela
luz solar (transmissao). As figuras de (a) a (f) mostram a transmissao da luz
em comprimentos de onda de 400 nm a 950 nm. (g) Mapa falso-RGB do vitral
gerado a partir dos espectros de transmissdo. (h) Selecao de regides na imagem
com espectros de transmissao semelhante. (i) Espectro de transmissao das
regioes selecionados. A figura (j) mostra espectro de transmissao na regiao do
infravermelho e indica que a transmissao da regiao marcada em amarelo é nulo
nesta regiao. Figura adaptada de [3].

Em paralelo observa-se o surgimento de propostas experimentais para atingir o
imageamento hiperespectral em escalas espacias ainda menores, com ordem de grandeza de
microns, ja no campo da microscopia. A ﬁgur)apresenta um microscopio hiperespectral
confocal [9] baseado em elementos de dispersao para aquisi¢ao dos espectros e uma imagem
hiperespectral obtida de um grupo de organismos unicelulares do género Synechocistes
sp. PCC 6803 [9] (bactérias) marcadas com quatro corantes distintos. De acordo com
os autores nao foi possivel observar diretamente o espectro de emissoes dos fluordforos
individualmente em nenhum pixel da imagem, devido a sobreposicao espacial dos corantes
na amostra menor que o limite de resolucao da imagem cada pixel contém mais de
uma informagdo espectral, resultando em uma espécie de soma de espectros mostrado
na Figuradb)]. Os autores utilizaram um algoritmo computacional para identificar a
contribuicao da fotoluminescéncia de cada fluoréforo isoladamente indicada pelas curvas

coloridas. O espectro em preto corresponde a soma dessas componentes.
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Figura 4 — a)Configuragao experimental de um microscopio confocal hiperespectral baseado
elementos de dispersao. b) No centro: imagem hiperespectral em cores falsas de
uma amostra de organismos celulares marcados com quatro corantes distintos.
A esquerda e & direita indica¢do de espectro de fotoluminescéncia de regives
selecionadas e o resultado da contribuicao da fotoluminescéncia de cada um

dos marcadores fluoréforos. Figura adaptada de ﬂgﬂ



2 Motivacao e objetivos

A identificacdo de assinaturas espectrais de materiais é amplamente utilizada para
a classificacao e caracterizacdo de amostras. Em materiais bioldgicos, varias pesquisas
investigam a utilizacao de assinaturas espectrais como ferramenta auxiliar de diagnodsticos.
Encontra-se na literatura esforgos para o desenvolvimento de técnicas que possibilitem
diagnostico rapido e eficaz. As ferramentas de diagnostico de tecidos cancerosos, sobretudo
o tecido de prostata, baseiam-se na morfologia do microambiente tumoral e o padrao
Gleason é considerado o padrao ouro dos diagndsticos [10,[11]. Além da morfologia do
tecido investigagao da fluorescéncia de cortes histoldgicos de bidpsias se apresenta como
uma ferramenta em potencial para o diagndstico de cancer e pré-cancer [12]. Uma melhor
compreensao da fluorescéncia em tecidos, pode auxiliar a identificagao precoce do desen-
volvimento de doencas e aumentar as chances de sobrevivéncia e qualidade de vida dos

pacientes.

Neste trabalho desenvolvemos e utilizamos a técnica de Microscopia Hiperespectral
(MH). Investigamos espectros caracteristicos de amostras com resolugao espacial da ordem
de 10 pm e espectros na regiao de 400 nm a 700 nm. Aplicamos a técnica para imagem
de fluorescéncia e transmissao com a presenca de assinaturas espectrais em materiais
biolégicos. Investigamos a autofluorescéncia do coldgeno e a fluorescéncia da eosina (corante

fluorescente) ligado as fibras de coldgeno de cortes histolégicos do tecido de préstata.

Na area da Fisica Basica, a motivacao para esse estudo ¢ um melhor entendimento
dos principios de éptica para a formagao de imagem e os principios de interferometria por
birrefringéncia para a obtencao dos espectros. Na area da Fisica Aplicada a motivacao é o
desenvolvimento de um microscopio hiperespectral robusto para aplicagoes em biofotonica.
Do ponto de vista interdisciplinar a motivacao ¢é a utiliza¢cao do microscépio como uma das

ferramentas para auxiliar no diagnéstico de patologias em seres humanos e outros animais.

Nesta dissertacao descreveremos o desenvolvimento de um microscépio customizado
com adaptacao de médulos de iluminagao e um interferémetro por Transformada de Fourier
[7] baseado em cristais birrefringentes para andlise de materiais bioldgicos. No capituld3]
apresentamos uma revisao do fendémeno de birrefringéncia. No capituldd] descrevemos as
interacoes da radiacao com as amostras e um método para obter um mapa de Falso-RGB
das imagens a partir dos espectros obtidos. No capituldd| descrevemos a montagem utilizada
e os procedimentos de calibragdio do MH. No capituld6| apresentamos uma descrigao das

amostras utilizadas e os resultados obtidos sdo apresentados em seguida no capituld7]






3 Espectrometro baseado em birrefringéncia

Neste capitulo apresentamos a revisao dos processos 6pticos envolvidos na montagem
experimental de espectroscopia por Transformada de Fourier baseada em birrefringéncia.

A descrigao teérica foi baseada no livro de Peatross e Ware [13].

3.1 Birrefringéncia

A refracao da luz é a mudanca na direcdo de propagacao de uma onda eletromag-

nética que ocorre quando a propagacao se da em dois meios com velocidades distintas.

A figurah] mostra um diagrama esquemético da propagagao da luz em dois meios

diferentes, para meios isotropicos, descritos pela Lei de Snell:
nisen(0;) = nasen(6y), (3.1)

onde ny e ng sdo os indices de refragdo do meio (1) e (2) respectivamente, 6; é o angulo de
incidéncia medido em relagdo a normal a superficie e 6; representa o angulo de refracao
também medido em relagdo a normal a superficie N. O indice de refracao é definido como
N = ¢/Uneio, Onde ¢ é a velocidade de propagagao da luz no vacuo e v, é a velocidade

de propagacao da luz no meio.

meio,

meio,

m: plano de incidéncia
(plano do papel)

Figura 5 — Refragdo de um raio luminoso. A dire¢ao de propagacao do feixe é alterada ao
passar do meio 1 para o meio 2. A refragdo ocorre novamente quando o feixe
passa a ser transmitido para fora do meio 2, e o angulo de transmissao é o
mesmo angulo de incidéncia.



8 Capitulo 3. Espectrometro baseado em birrefringéncia

O indice de refracao ¢é portanto uma grandeza adimensional. Em materiais comu-
mente utilizados nos componentes 6pticos os valores de n sdo da ordem de 1,3 a 1,5. A
refracao é um fendmeno reversivel no sentido de que ao invertemos o sentido de propagacao

dos feixes de luz as trajetérias permanecem inalteradas.

Para materiais anisotrépicos, o indice de refracao depende da direcao de propagacao.
Para um mesmo angulo de incidéncia, as componentes de polarizacao do campo elétrico
sofrem desvios diferentes como ilustrado na figura, Para descrever a birrefringéncia,
adotaremos o referencial do plano de incidéncia. Nesse referencial (S) representa uma
onda eletromagnética cuja polarizacao é ortogonal (senkrecht em alemao) ao plano de
incidéncia e (P) representa uma onda eletromagnética com polarizacao paralela ao plano
de incidéncia. Com base na Lei de Snell, vemos que para que isso ocorra a velocidade
de propagacao da luz no meio deve ser diferente para cada componente. Os materiais
que possuem anisotropia para o indice de refracao da luz sdo conhecidos como materiais

birrefringentes.

Polarizagdo do
Campo Elétrico E

. Perpendicular ao plano de
incidéncia (S)

meio1 . Contido no plano de
incidéncia (P)

meio,

eixo
optico

1 plano de incidéncia
(plano do papel)

Figura 6 — Birrefringéncia de um raio luminoso. Para um mesmo angulo de incidéncia o
feixe transmitido apresenta duas diregoes de propagacao distintas para cada
uma das componentes da polarizagao do campo elétrico em relagao ao plano
de incidéncia. A direcdo do eixo 6ptico é ortogonal ao plano de incidéncia,
representada pelo ponto verde. A diferenca na trajetoria dos raios na imagem
esté representada de maneira exagerada para melhor visualizacao.

O cristal de a—BBO (BBO - borato de bério) é um exemplo de cristal birrefringente
uniaxial. No interior de um material birrefringente uniaxial existe apenas uma direcao de
propagagao em que as duas componentes de polarizacdo (S) e (P) experimentam o mesmo
indice de refracao, chamado indice de refracao ordinario n,. Essa direcao ¢ denominada como

eizo optico (optical axis em inglés). Em qualquer dire¢ao de propagagao diferente do eixo
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optico as componentes de polarizacao viajam em velocidades distintas e a birrefringéncia é
observada. O eixo 6ptico de um material cristalino depende de propriedades relacionadas
a estrutura cristalina do material e pode assumir qualquer orientacao relativa aos cortes
que determinam a superficie do material utilizado em montagens experimentais. Vamos
tratar dos casos em que a orientacao do eixo Optico é conhecida tanto em relagdo ao plano

de incidéncia quanto em relagao a superficie do material.

O caso mais simples de birrefringéncia é quando o eixo 6ptico é perpendicular ao
plano de incidéncia, como é o caso da figuralfl Nesse caso, as componentes de polarizagao
do feixe refratado experimentam indices de refracao distintos e constantes n, e n., uma
vez que o angulo  entre a componente de polarizagao (P) e o eixo 6ptico é sempre 90°
independentemente do angulo de incidéncia. Nessa configuragao a Lei de Snell é valida,
ainda que precise ser aplicada separadamente a cada uma das componentes utilizando
um indice de refragao constante porém diferente para cada uma das componentes. Um
dos blocos de cristal birrefringente utilizados na montagem descrita no capituldj] utiliza
essa orientacao do eixo Optico, e uma descri¢ao detalhada da birrefringéncia no cristal é
descrita no ApéndicdA] Essa diregao de eixo dptico perpendicular ao plano de incidéncia
para um material birrefringente é também utilizada em placas de meia-onda (placa de %)

para girar a polarizacao de um raio de luz que é transmitido através da placa.

Vamos apresentar duas das possiveis orienta¢des do eixo 6ptico contido no plano
de incidéncia: perpendicular a superficie e paralela a superficie. O primeiro caso é o que
ocorre quando o eixo Optico é perpendicular a superficie. O segundo caso, onde o eixo

éptico é paralelo a superficie de incidéncia serd apresentado na se¢ad3.2

A figurg[7] apresenta um cristal birrefringente com o eixo 6ptico contido no plano
de incidéncia e perpendicular a superficie de incidéncia. O angulo entre o vetor E®)
que representa a polarizagdo da componente (S) é constante em relagdo ao eixo 6ptico.
Entretanto o angulo para o vetor E® ), que indica componente de polarizacdo (P), ndo
é constante em relacdo ao eixo 6ptico do material. A medida que o angulo Gt(P) varia, o
angulo entre o eixo Optico e a componente de polarizacao também varia, conforme pode
ser visto na figura [6] que indica a orienta¢do da polarizacao (S) e (P). Essa componente
experimenta uma dependéncia do indice de refragdo com o angulo que o vetor E® forma
com o eixo 6ptico. A dependéncia angular para o indice de refracao é descrita de maneira
mais conveniente indicando a dependéncia com o angulo 8 entre o feixe transmitido e o
eixo 6ptico, através da expressao:

B NoMe
\/ng sin?(0) + n?2 cos?(6) .

(3.2)

A Lei de Snell usual precisa ser alterada para levar em conta a anisotropia do meio,

e deve ser reescrita como:

nisen(0;) = ne(0)sen(6;). (3.3)
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Polarizagao do
Campo Elétrico E

. Perpendicular ao plano de
incidéncia (S)

ar . Contido no plano de
incidéncia (P)

a - BBO

optico

1 plano de incidéncia
(plano do papel)

Figura 7 — Birrefringéncia de um raio luminoso. Na situagdo em que o eixo 6ptico do
material é perpendicular & superficie (paralelo a normal) o &ngulo de transmissao
0; é o mesmo angulo € entre o raio transmitido e o eixo éptico.

Nessa situacao, o eixo 6ptico tem a mesma direcdo da normal a superficie N ,
conforme indica a figura7] Usando essa orientacdo para o eixo 6ptico simplificamos a
notacao fazendo com que o angulo de transmissao 6; seja o mesmo angulo 6 entre o feixe e
o eixo 6ptico. Tomando ny = n,,. = 1 e substituindo a expressao para n.(f) a Lei de

Snell modificada assume a forma:

B NoMe
\/ng sin?(6;) + n2 cos?(6;)

sen(6;) sen(6y). (3.4)

A expressao para 6, é obtida através dessa expressao via manipulacao algébrica e

resulta em:
Te sin(6;)

Mo \/n2 — sin?(0;)

Através dessas expressoes podemos calcular a diferenga de fase em funcao da

tan(6;) = (3.5)

diferenca de caminho entre as componentes (S) e (P) em fun¢io do angulo de incidéncia em
um cristal birrefringente com espessura d. Apresentamos o detalhamento desses calculos

no ApéndicdA] A diferenca de fase entre as componentes de polarizagdo é dada pela

equagadA.8}

cos(;(s) (th(P) — th(S)) cosZ(P)
A@eristas = 2 L +d senf; ~ T e e (3.6)
o vac ne(0)

onde d é espessura do bloco de cristal e Ay, € 0 comprimento de onda da do sinal no

vacuo.
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3.2 Interferometro TWINS

Nessa secao descrevemos a utilizagao de cristais birrefringentes em um interferémetro
com partes méveis. O interferometro TWINS [7,14], do inglés (Translating- Wedge-Based
Identical Pulses eNcoding System), é um interferometro de trajetéria compartilhada (do
inglés common-path interferometer) compacto, estavel e resistente a vibragoes. Desenvolvido
por colaboradores da Universidade Politecnico di Milano e inspirado no compensador de
Babinet-Soleil [15], o interferdmetro explora a birrefringéncia do cristal de a-BBO para
a geracao de réplicas do sinal que se propaga no interior dos cristais. A parte moével do
interferometro € utilizada para obter um controle fino da diferenca de fase entre as réplicas
do sinal. O interferometro TWINS é também utilizado em outros contextos em aplicagao
de espectroscopia com resolugao temporal na regiao ultravioleta,visivel e infravermelho

proximo do espectro eletromagnético.

A figura§ mostra o interferdmetro TWINS, composto por dois blocos de cristal
birrefringente com os eixos 6pticos cruzados e dois polarizadores (P1 e P2). O eixo 6ptico do
bloco birrefringente A é paralelo a superficie de incidéncia, a mesma situacao apresentada
ﬁgura@. O bloco A é cortado em formato de cunha e possui uma parte mével (indicada pela
seta em vermelho) para o controle da espessura do material, como descrito na segé onde
apresentamos mais detalhes do funcionamento da montagem. O eixo 6ptico do bloco B é
perpendicular ao plano de incidéncia, mesma situagao apresentada na figurdl O Bloco B
introduz uma diferenca de fase fixa entre as componentes de polarizacgao (S) e (P) do sinal
que se propaga pelo interferémetro. O Bloco A em conjunto com o estagio de translacao
tem a funcao de controlar o ajuste fino da interferéncia entre as componentes. Na posicao
inicial os blocos A e B tém a mesma espessura d = 2.4 mm. Este interferdmetro é a base
para o espectrometro por Transformada de Fourier utilizado na camera hiperespectral e

também no microscopio hiperespectral.

Figura 8 — Interferometro TWINS baseado em cristais birrefringentes. Cristais birrefrin-
gentes com eixos Opticos cruzados e polarizadores na entrada e saida. Figura
adaptada de [16]
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Na se¢ad3.1] descrevemos a birrefringéncia para um cristal com o eixo 6ptico paralelo
ao eixo 6ptico. Identificamos que o angulo de refracao da componente de polarizacao (P)
9§P) é 0 mesmo angulo 6 entre o feixe (P) e o eixo 6ptico. No caso em que o eixo 6ptico do
material é paralelo a superficie de incidéncia (perpendicular a normal), conforme indica a
ﬁgura@ o angulo 6 entre o entre feixe transmitido da componente de polariza¢ao (P) em
relagdo ao eixo Optico é o angulo complementar ao angulo de transmissao 6;. Apresentamos

esse caso com mais detalhes no ApéndicdA]

Uma vez identificado que o angulo entre o eixo dptico e o feixe refratado é o angulo
complementar ao angulo de transmissao, efetua-se a essa substitui¢do e reescrevemos a
expressad3.2) como sendo:

n=mn.(0) = Tolte ; (3.7)
\/ng sin?(90 — 6) + n2 cos?(90 — 6)
0 que resulta em:
Hofle (3.8)

n=ne(h) =
\/n?) cos?(0) + nZ sin?(0)

Essa expressao para n.(6) é utilizada para o calculo da diferenca de fase entre as

componentes de polarizacio (S) e (P) no bloco de cristal A apresentada no ApéndicdA]

A figurg[l0 mostra a dependéncia do indice de refragdo com o dngulo de transmissdo
para o cristal birrefringente de a-BBO. Os extremos de n.(f) correspondem aos valores de
ne.=1,56 e n,=1,68. A diferenca nos dois casos de orientacao do eixo éptico surge pelo fato
de que o angulo € que é levado em consideragao na expressao para n.(#) é o angulo entre

o feixe transmitido e o eixo Optico.
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Polarizagao do
Campo Elétrico E

. Perpendicular ao plano de
incidéncia (S)

ar . Contido no plano de
incidéncia (P)

a - BBO

eixo
optico

1 plano de incidéncia
(plano do papel)

Figura 9 — Birrefringéncia em um cristal uniaxial negativo (« — BBO). No caso em que
o eixo éptico no plano de incidéncia é paralelo a superficie (perpendicular
4 normal N) o angulo 6 entre o raio transmitido e o eixo 6ptico é o angulo
complementar ao angulo de transmissao.

Dependéncia do indice de refragdo com o dngulo polar 0
entre o raio refratado e o eixo optico para o cristal de a-BBO

de incidéncia em ambos os casos.
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Figura 10 — Dependéncia do indice de refracado com o angulo de transmissao para um
cristal birrefringente negativo em dois casos de orientagao do eixo 6ptico em
relacdo a normal. Para o a-BBO o indice de refracao ordinario é n, =1,68 e o
indice de refracao extraordinario é n, =1,56.
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A diferenca de fase acumulada (descrita com detalhe no ApéndicdA)) entre as

componentes é dada por:

d ( tg0" — tand®®) sin6; os0 ) 20505
Aqbtotal =27 ( \ ) + )\t - i (39)
vac ne(g) Ne

A figura[l1] apresenta a diferenca de fase acumulada entre as componentes (S) e (P)
em fungao do angulo de incidéncia na entrada do interferémetro. Os rétulos (S2) e (P2)
sao utilizados para descrever as componentes de polarizacdo (S) e (P) no cristal B. Os
parametros utilizados para o calculo da diferenca de fase estdao indicados na figura. Para
esses calculos a espessura d do cristal moével foi mantida fixa com o valor da espessura

inicial d = 2.4 mm.

Diferenca de fase em funcéao
do angulo de incidéncia para o interferometro TWINS

14+
T ] : X o
g 104 Diferenca de fase versus dngulo de incidéncia
e ]
e
o 84 A =500 nm
E 1 d=24mm
T 64
S
E 4]
S ]
g
2]
0 T I e e e e S e e L s e
0 2 4 6 8 10 12

Angulo de Incidéncia [°]

Figura 11 — Diferenca de fase em funcao do angulo de incidéncia para um cristal birrefrin-
gente.

No interferémetro TWINS um polarizador é posicionado a 45° na entrada. A
diferenga do indice de refracdo para as componentes (S) e (P) da luz transmitida pelo
cristal é responsavel pela geracao das réplicas do sinal que propaga. As réplicas do sinal
com polarizagao ortogonal (S) e (P) do sinal sdo combinadas novamente no polarizador da
salda também a 45°. Através do controle da espessura d de um dos blocos birrefringentes
do interferometro através movimentacao de uma das cunhas utilizando um estagio de

translacao.
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4 Fotoluminescéncia e outras fontes de luz

Luminescéncia é o nome geral dos processos fisicos de emissao de luz proveniente
da relaxacao de energia dos elétrons em estados eletronicos excitados de uma substancia.
Por razoes histéricas a luminescéncia é dividida em categorias de acordo com os processos

de excitagao dos estados eletronicos.

A fotoluminescéncia (PL do inglés photoluminescence) é a emissao de luz cuja fonte
¢ um material excitado por radiac¢ao eletromagnética (luz). Os elétrons sdo promovidos
para estados eletronicos excitados através da absor¢ao de fétons com energia equivalente
a diferenca de energia AFE entre o estado fundamental e o estado excitado. A radiacao
emitida pela amostra é proveniente da relaxacao dos elétrons para estados de menor energia

através da emissao de fétons.

A PL é formalmente dividida em dois processos:

e Fluorescéncia: Emissao de luz de partir da relaxacao de um estado singleto. Os

elétrons excitados tém spin oposto aos elétrons do estado final.

e Fosforescéncia: Emissao de luz a partir da relaxagao de um estado tripleto. Os

elétrons excitados tém o mesmo spin do estado fundamental.

Na figura [12| vemos a representagao do estado fundamental (Sp) de um material —
uma molécula, por exemplo — e o seu nivel excitado singleto, estados com spin % (S1) e
tripleto, estados com spin % (T1). As barras horizontais representam a energia de cada
estado e a distdncia entre os niveis é proporcional a diferenca de energia AFE que os separa.
Inicialmente no estado fundamental o nivel excitado ¢é atingido através da absor¢ao de
um féton com energia equivalente a diferenca de energia entre os niveis. A excitagao por
absor¢ao de um féton é representada pelas setas para cima. Apds a excitagdo a molécula
retorna ao estado energético inicial emitindo um féton (representado pelas setas para

baixo) ou por processos nao-radiativos (indicados pelas linhas onduladas).

Devido as regras de selecao envolvendo a paridade de spin dos elétrons dos diferentes
niveis eletronicos, tipicamente as emissoes de fluorescéncia e fosforescéncia ocorrem es
escalas de tempo diferentes, com 7y, ~ 10 se Tfosf A2 1073 —1 s. Essa diferenca no tempo
médio de relaxacao atribui a alguns materiais fosforescentes o aspecto de “brilho no escuro”,
onde a emissao proveniente continua apds o término da excitagao. Os demais processos
que dao origem a emissao de luz através de estados eletronicos excitados sao classificados
de acordo com a natureza da interacao que promove a excitacdo. A quimioluminescéncia e
bioluminescéncia sao exemplos de situagoes em que a energia proveniente para promover

os estados excitados é proveniente de reacoes quimicas.
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Figura 12 — Diagrama de Jablonksi simplificado. A figura indica os niveis de energia e a
excitagao através de um féton. A relaxagao para o estado fundamental pode
ocorrer por processos radiativos e nao-radiativos. Figura adaptada de [17].

4.1 Fluorescéncia das amostras e fontes de excitacao

A radiacao eletromagnética é amplamente empregada para estudo de materiais
biolégicos, principalmente células e tecidos. Embora a aplicagao mais comum da radiacao
eletromagnética seja a iluminacao das amostras, é possivel utilizar a luz como ferramenta
de estudos quantitativos em amostras bioldgicas, em especial para obter uma caracterizagao

em termos da assinatura espectral desses materiais.

A autofluorescéncia de um material bioldgico é a fluorescéncia proveniente das
amostras (tecidos ou células) sem a presenga de marcadores ou corantes fluorescentes. Na
literatura encontramos exemplos de tecidos e células que quando excitados respondem
muito bem no sentido de que a emissao da autofluorescéncia é suficiente para realizacao

de imagens e analises quantitativas do sinal emitido.

A figura[13p) apresenta o espectro de autofluorescéncia do coldgeno [18] presente
em tecido biol6gico quando excitado em comprimentos de onda distintos entre 355 nm e
473 nm. A ﬁgur) apresenta a autofluorescéncia do estroma, indicando uma semelhanca
com a autofluorescéncia do coldgeno. Isso indica que a autofluorescéncia do colageno é
predominante na regiao do estroma, a parte responsavel pela estrutura e conjuncao do
tecido devido a grande quantidade de colageno no estroma. Uma exce¢do para a semelhanca
dos espectros é observada para a excitagdo em 355 nm onde a autofluorescéncia da regiao
de estroma apresenta um ombro que nao é observado na autofluorescéncia do colageno
excitado com o mesmo comprimento de onda. Ainda com relacao a ﬁgur), nota-se o
pico da autofluorescéncia do coldgeno em torno de Ay, =540 nm para a excitagdo centrada

em 473 nm.
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Figura 13 — a) Autofluorescéncia do estroma de tecido biologico e b)autofluorescéncia do
coladgeno em tecido bioldgico para excitacoes entre 335 nm e 473 nm. Figura
adaptada de [18§].

Diversos materiais biologicos de grande interesse de estudo apresentam fluorescéncia
nas bandas espectrais amplamente utilizadas em experimentos, especialmente na regiao do
visivel e infravermelho proximo. Por esse e outros motivos relacionados principalmente com
a estabilidade das amostras, um artificio utilizado para fins de estudo de tecidos biologicos
é a aplicacao de corantes (dyes) que por sua vez respondem de maneira eficiente a radiacao
eletromagnética incidente. H4 dois aspectos dos corantes utilizados como marcadores
biolégicos que sao amplamente explorados, o primeiro deles é que ha corantes especificos
para marcacao de determinadas substancias tornando possivel a distin¢ao de regioces de

uma mesma amostra.

A eosina (E) por exemplo é uma coloragao fluorescente utilizada como marcador
para fibras de coldgeno e citoplasma das células. A hematoxilina (H) é uma coloragao
utilizada para marcar o nicleo de células. A coloragdo H&FE (hematoxilina e eosina)
¢é utilizada para identificar separadamente as células e o tecido extracelular em cortes
histolégicos por identificagao visual ou através da fluorescéncia dos marcadores. A figura[l4]
apresenta uma imagem de microscopia de tecido biolégico corado com os com H&E
mostrando a separacao do nicleo em roxo e o citoplasma em uma tonalidade rosa. A
figural5] apresenta uma comparagao entre as imagens de microscopia de autofluorescéncia

de um tecido bioldgico nao corado e o mesmo tecido biolégico corado com H&E.

A segunda caracteristica dos corantes é que eles possuem assinaturas espectrais
caracteristicas, sendo distinguiveis através da analise dos espectros de fluorescéncia. Essas
duas caracteristicas combinadas tornam os corantes atrativos para aplicagdes no imagea-
mento hiperespectral, uma vez que auxiliam tanto na melhora da emissao de fluorescéncia

quanto na diferenciacao dos tecidos no imageamento por transmissao.
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Figura 14 — Imagem de microscopia de um tecido biolégico corado com hematoxilina e
cosina (H&E). Figura retirada de de [19].

50 pm

Figura 15 — a) Imagem de autofluorescéncia de um tecido biologico e b) o tecido bioldgico
corado com hematoxilina e eosina (H&F). Figura adaptada de [20].

A figurgl6] apresenta uma imagem hiperespectral de esferas de didmetro de aproxi-
mado de 2 um marcadas com cinco corantes distintos. Para excitar diferentes amostras em
ambos os casos (autofluorescéncia do material biolégico ou fluorescéncia do corante especi-
fico para marcacao) é necessaria a utilizagao de uma fonte de luz adequada principalmente
em trés aspectos; quanto a banda espectral, quanto a intensidade luminosa e quanto ao

perfil de intensidade da fonte. Esses aspectos sdo apresentados nas segoes seguintes.
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Figura 16 — Imagem de microscopia hiperespectral de esferas com didmetro aproximado
de 2 pum coradas com cinco corantes fluorescentes distintos. Em detalhe a
fluorescéncia de cada um dos corantes utilizados. Figura retirada de ﬂgﬂ
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4.2 Luminosidade de um fonte de luz Iy(\)

A Luminosidade de uma fonte Ip(\) é uma fungao que representa a taxa de fotons
emitidos por unidade de tempo para cada comprimento de onda. A quantidade de fétons
emitidos em cada comprimento de onda é uma caracteristica tanto da poténcia da fonte
luminosa quanto do material que constitui a fonte. As ﬁguras apresentam curvas
de luminosidade para algumas fontes de luz. A ﬁgura apresenta emissoes de fontes
distintas cuja emissao se da em bandas espectrais largas cobrindo toda a regiao do visivel.
A ﬁgura apresenta fontes de diodos emissores de luz conhecidos como LEDs (do inglés
Light Emitting Diode cuja emissao se da em bandas estreitas centradas em torno do

maximo sendo consideradas fontes aproximadamente monocromaticas.

Figure 5 Spectral Profiles of Microscopy Light Sources
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Figura 17 — Intensidade luminosa [y(\) para algumas das fontes de luz utilizadas em
microscopia Optica. Figura retirada de de [21].
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Figura 18 — Intensidade luminosa Iy(\) para fontes de LED. Em detalhe os picos em
comprimento de onda da emissdo. Figura retirada de [21].

As fontes luminosas de diversos tipos tanto de espectro continuo (lampadas in-
candescentes, por exemplo) de espectros discretos (lampadas de gases rarefeitos) e fontes
aproximadamente monocromaticas (lasers e LED) onde a radiagao emitida compreende
uma faixa estreita em torno de um maéaximo sao escolhidas de acordo com o tipo de

experimento que se pretende realizar bem como as amostras que serao analisadas.
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4.3 Interacdo da iluminacao com as amostras

No processo de obtengao de cores em falso-RGB descrito na segdd4.4] para simplificar
a descricao do método, sem perda da generalidade, vamos tratar a amostra como uma
fonte de luz sem fazer referéncia aos processos que dao origem a luz emitida, entretanto
indicaremos alguns processos relevantes para o estudo das amostras. Conforme indica a
figural9] temos trés possibilidades para a radiagao incidente sobre a amostra: reflexao,

absorc¢ao e transmissao.
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Figura 19 — Radiagao incidente em um objeto. Trés possibilidades para os fétons incidentes:
reflexdo, absorc¢ao e transmissao. Figura adaptada de [22].

Outros sinais provenientes da interacdo da radiacdo com as amostras sdao, por
exemplo, a fluorescéncia emitida a partir da relaxacao da energia dos elétrons em estados
eletronicos excitados pelos fétons absorvidos da fonte de iluminacao. Esses sinais contribuem

para o processo de formacao da imagem e os espectros observados.

Passaremos a uma descri¢ao desses processos nas proximas segoes.

4.3.1 Refletdncia de uma amostra R(\)

A Refletdncia R(A) de uma amostra é a razdo entre as intensidades da radiagao

refletida I e da radiacao incidente Iy para um dado comprimento de onda .

R(\) = (4.1)

A refletdncia é portanto uma grandeza adimensional que pode ser representada
como uma porcentagem, onde 1 indica o limite ideal em que a radiacao ¢ totalmente

refletida e 0 indica que nenhuma radiacao é refletida.

A andlise pode ser simplificada levando em consideracao o caso em que a radiagao

incidente nao é transmitida através do objeto (corpos opacos). Nesse caso existem duas
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possibilidades para a radiacao incidente sobre a amostra; a radiacao é absorvida pela
amostra ou refletida. O nimero de fétons refletidos e absorvidos pela amostra em cada

comprimento de onda é igual ao nimero de fétons emitido pela fonte.

4.3.2 Luminosidade Refletida Ir(\)

A luminosidade refletida Ig(A\) de uma amostra é a intensidade da radiacao refletida
para cada comprimento de onda. A fungdo Ig(A) é o resultado do produto Io(\) x R(A),
conforme mostra a ﬁgur. E portanto uma curva intimamente relacionada com a funcio
Iy(\) da fonte de luz, uma vez que a refletancia para um dado comprimento de onda é
caracteristica da amostra. Portanto a fungdo /() geralmente é diferente para a mesma

amostra quando iluminada por fontes distintas de luz.
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Figura 20 — Interacao de duas fontes luminosas distintas com o mesmo objeto em situagoes
independentes. A Luminosidade refletida Ir(\) é diferente para os dois casos. O
mesmo objeto apresenta coloragao distinta em cada situagao. Figura adaptada

de [22].

4.3.3 Transmitancia T'(\)

A Transmiténcia T'(\) de uma amostra é a razao entre as intensidades da radiacao
transmitida I e da radiacao incidente I, para um dado comprimento de onda A. Em
analogia a refletancia, a transmitancia é também uma grandeza adimensional que pode
ser representada como uma porcentagem, onde 1 indica o limite ideal onde a radiacao é
totalmente transmitida e 0 indica que nenhuma radiacao é transmitida através da amostra

(corpo opaco).
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T(\) = (4.2)

4.3.4 Absorbancia A()\)

A absorbancia A(\) por sua vez é uma medida da capacidade de um material de
absorver a radiacao em um dado comprimento de onda. Para amostras onde o espalhamento
da luz incidente é pequeno comparado com a absorcao, a absorbancia pode ser definida
como a razao entre a intensidade da radiacao incidente sobre a amostra e a radiacao

transmitida.

A(X) = =logio (4.3)

N NG’

Iy(A

4.4 QObtendo cores através de espectros

Nessa se¢ao apresentamos um método [22| de obtencao de cores através de espectros
de luz proveniente das amostras. Esse método é em certo modo similar a forma como o
olho humano percebe cores a partir da luminosidade observada em um objeto. A percepcao
de cores pelo olho humano se da através da composicao de trés cores primarias do sistema
RGB: vermelho(R), verde(G) e azul(B) com intensidades diferentes. A intencao é obter
uma forma de representar as cores da imagem de uma amostra utilizando o padrao de
cores por adicdo RGB de maneira semelhante ao olho humano a partir de uma imagem

hiperespectral das amostras.

Chamamos de luz visivel a faixa do espectro eletromagnético cujo olho humano é
sensivel. Essa faixa é compreendida entre os comprimentos de onda de 400 nm e 700 nm.
Os cones sao estruturas celulares presentes na cavidade intraocular responsaveis pela
deteccao de luz capazes de discriminar o comprimento de onda incidente. Existem trés
tipos de cones e cada um deles é sensivel a uma regiao da radiagao visivel. A Figura
apresenta a curva de sensibilidade dos cones como uma func¢ao do comprimento de onda
da radiagdo incidente [23].De acordo com a ﬁgur vemos que os picos de sensibilidade de
cada cone estao localizados em A,.,; =420 nm, Ayerge=534 nm € \yermeino=5064 nm. Uma
inspecao na curva de sensibilidade dos cones mostra que com apenas trés cones nao ¢é
possivel detectar fétons pelo comprimento de maneira eficiente por duas razoes: existem
apenas trés canais (RGB) e esses canais sdo sobrepostos. Apesar disso, o olho humano é

capaz de identificar uma elevada quantidade de cores.
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Figura 21 — Absorbancia das quatro estruturas celulares do olho humano responsaveis
pela percepcao de luminosidade e cores. Trés das estruturas sao responsaveis
pela percepgao de cor (cones) e tem picos Ay = 420nm, Ayerge = 534nm
e Apermetho = D64nm. Ao centro a estrutura responsavel pela percepcao de
luminosidade (bastonete) com pico em Apet = 498nm. Adaptado de [23].
Figura adaptada de [23].

A resposta de cor de uma amostra é uma funcio resultante do produto das fungoes
ITR(A) X Seone;(A), onde Seone, () € a fungao sensibilidade para cada um dos cones onde i
indica o cone R, G ou B. A intensidade do Azul é proporcional a area sobre a curva de
resposta do cone azul e o mesmo é valido para as demais cores. Com trés tipos de cone
com sensibilidades diferentes na regiao do visivel é possivel uma percepc¢ao de um elevado
numero de cores na regiao do visivel. De maneira complementar, com fontes de luz nas
cores RGB com controle da intensidade relativa de cada uma das fontes é possivel produzir

diversas cores.

Simulando as curvas de sensibilidade para os cones azul, verde e vermelho, obtemos
um método para reproduzir as cores de uma amostra tendo como ponto de partida a
luminosidade refletida Ix()\). E possivel recriar as cores de uma imagem monocromética se
temos disponivel a fungdo Ig(\) para cada pixel da amostra. Esse método utiliza apenas
as cores RGB com intensidades diferentes para gerar diversas cores. A quantidade de cores
possiveis de ser geradas em um sistema RGB de cores é dada pelo produto das intensidades
diferentes que cada cor primaria R, G e B pode ser emitida. Por exemplo, se cada cor
priméaria pode assumir 256 valores de intensidade, onde cada intensidade representa um
“tom” da cor primdria (0 representa a menor intensidade possivel - nenhum sinal é emitido -
e 255 representa a maior intensidade emitida), o ntimero de cores N,,..s diferentes possiveis
de serem geradas ¢ dada pelo produto das intensidades individuais de cada uma das cores
primarias:

Neores = NeNgNp = 256° = 16.777.216

Embora todas essas cores sejam distintas uma das outras em termos da intensidade
relativa das cores primarias pode ocorrer o caso de algumas delas serem indistinguiveis

por um observador humano.
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5 Microscopio Hiperespectral

O Microscépio Hiperespectral é um instrumento utilizado para obter em conjunto
uma imagem com resolucao espacial elevada e o espectro de cada pixel da imagem. A
configuragao implementada neste trabalho consiste em um microscopio customizado —
também referido como microscépio caseiro — e um espectrometro por Transformada de

Fourier (ETF) utilizando cristais birrefringentes.

5.1 Microscépio

A montagem do microscopio customizado consiste em uma objetiva, uma lente de
zoom com comprimento varidavel e uma camera para a captura da imagem. A objetiva
e a lente de zoom em conjunto sao responsaveis pelo aumento da imagem e a camera
tem papel andlogo ao do observador. A figura22] apresenta a configuragdo do microscépio
hiperespectral. Essa montagem foi desenvolvida em colaboracao com Barbara Elza N. de
Faria durante o seu doutorado na Universidade Federal de Minas Gerais e na Politecnico

di Milano e compde a sua tese de doutoramento [24].

Em nossa montagem utilizamos como lente de tubo do microscépio a lente de
camera fotografica da fabricante Nikon, modelo AF Zoom-NIKKOR 70 mm-300 mm.
A utilizacdo dessa lente apresenta uma vantagem em relagdo a uma lente de distancia
focal fixa devido ao fato da estrutura que protege as lentes e controla o comprimento
do tubo contribuir para isolar fontes de luz do laboratério nao desejaveis que interferem
no imageamento. Uma desvantagem da utilizacao da lente de zoom é que o aumento da
imagem nao é fixo devido aos diferentes ajustes de distanica focal que podem ser utilizados
na lente. O posicionamento da objetiva em relagao a lente de zoom é feita conforme a
figura22] e a escolha da objetiva e do comprimento do tubo sdo feitos de acordo com o
aumento adequado e a formacao de uma imagem nitida para observacao das amostras. O

aumento M fornecido pela conjugacao das lentes é dado pela equagao

L
M = fzoom b

= = l—7
fobjetiva o

(5.1)

conhecida como equagao de aumento. O aumento da imagem de um objeto é uma grandeza
adimensional e equivale a razao entre o tamanho da imagem do objeto [; e o tamanho do
objeto l,. A distancia focal da objetiva é fopjctiva € fr0om ¢ a distancia focal variavel da

lente de zoom.
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a) Microscopio Hiperespectral
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Figura 22 — Configuracao do microscépio hiperespectral. Bracos de iluminagao Kohler em
transmissao e laser em reflexao em (a) e reflexdo em (b) para a iluminacao
Kohler. Interferometro TWINS no braco de imageamento entre a objetiva
e a lente de zoom. Para a iluminacao em reflexdo a objetiva é um elemento
comum do sistema de iluminagao e imageamento. Em b) a objetiva atua como
lente condensadora.

Uma das maneiras de se alterar a aumento do microscopio é variando o f..om da
lente de zoom. A outra forma é a troca da objetiva. Este processo de formacao de imagem
é semelhante ao utilizado nos microscopios comercias onde a imagem é formada pela

conjugacao da objetiva do microscépio com uma lente de distancia focal fixa.

Para os nossos experimentos, utilizamos, na entrada da camera, a lente macro de
maquina fotografica da fabricante Nikon, modelo AF Micro-Nikkor 60 mm. Essa lente
é necessaria pois o microscopio customizado é aberto e assim a luz espalhada da fonte

de iluminacao e outras fontes externas se sobrepoem a iluminacao coletada da amostra.
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Algumas adaptagoes na montagem foram feitas para diminuir a contribui¢ao das fontes de
luz indesejaveis durante o imageamento e as lentes de maquina fotografica foram umas

delas.

Utilizando essa configuracao de lentes, observa-se a formagao de uma imagem real
no plano focal anterior da lente da cAmera. A imagem real formada pela conjugacgao de
lentes do microscopio serve de objeto para a camera monocromatica. A lente da camera
também produz um aumento efetivo no processo de formacao da imagem, de modo que o
aumento total é diferente do obtido utilizando apenas dois conjuntos de lentes. A calibragao

para obter as escalas das medidas e a resolugdo espacial das imagens é descrita na se¢adp.4|

A figura23| apresenta em detalhe as objetivas utilizadas para o imageamento hi-
perespectral e a vista lateral do brago de imageamento da montagem do microscopio
sobre a mesa Optica. Utilizamos objetivas de microscépio do fabricante OLYMPUS, da
série LUCPlanFLN, com aumento nominal (isto é, quando utilizadas no microscépio do
fabricante) de 20x, 40x e 60x. A ﬁgur) apresenta a objetiva de aumento de 20x, a
ﬁgur) apresenta a objetiva de aumento de 40X e na ﬁgur) a objetiva de 60x de
aumento. A ﬁgur) apresenta a fotografia da montagem.
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Figura 23 — As figuras (a), (b) e (c¢) apresentam as objetivas utilizadas para o imagea-
mento hiperespectral. A figura d) apresenta uma fotografia da montagem no
laboratorio.
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5.2 Interferometro

Nesta montagem utilizamos um ETF desenvolvido e patenteado por um grupo
de colaboradores da Universidade Politecnico di Milano (POLIMI). O ETF ¢é baseado
em cristais birrefringentes com partes méveis em formato de cunha (wedge) conforme
indica a figura montadas em um estagio da translacao e dois polarizadores com os
eixos cruzados. Esse interferémetro é referenciado na literatura como TWINS, do inglés
(Translating- Wedge-Based Identical Pulses eNcoding System) [7,,14].
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Figura 24 — a) Interferdmetro baseado em cristais birrefringentes. Cristais birrefringentes
de a-BBO sao utilizados para gerar réplicas do sinal de emissao das amostras.
Os polarizadores sao utilizados para definir a orientacao da polarizacao da
luz na entrada e combinar o sinal na saida garantido a interferéncia entre as
réplicas. b) Caminhos percorridos pelas duas componentes de polarizagao nos
cristais e a diferenca de fase entre as réplicas dos sinal. A diferenca de fase é
controlada pela espessura do cristal através do deslocamento da cunha. Figura
adaptada de [16].

A figura24 mostra a configuragao dos polarizadores e cristais birrefringentes que
compdem o ETF TWINS. . Em relagao a figura24) as setas e pontos em verde indicam a
orientagao do eixo éptico de cada bloco. Os vetores H (Horizontal)e V' (Vertical) indicam
a polarizacao do campo elétrico de cada uma das réplicas do sinal em relagao ao referencial
do laboratério. Na montagem utilizada o interferometro foi posicionado entre a lente de

zoom e a objetiva, conforme indica a figura22

O polarizador na entrada do ETF ¢é posicionado a 45°. A figura24] apresenta os
elementos que compdem o interferometro. Dois blocos A e B feitos de o — BBO, um
material cristalino que apresenta birrefringéncia. Um material birrefringente possui eixos
com diferentes velocidades de propagagao da luz em seu interior, como descrito na se¢ad3.1]
Um dos blocos (bloco B da figura) introduz uma diferenca de fase entre as réplicas do
sinal. Como o campo elétrico se propaga com velocidades diferentes devido a anisotropia
do meio as réplicas do sinal com polarizacao (S) e (P) possuem um atraso relativo em
funcao do percurso, o que leva a uma diferenca de fase entre as componentes em funcao

da diferenga de caminho éptico, como mostrado no ApéndicdA]
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Como os blocos de cristais birrefringentes tém orientagoes cruzadas a diferenca de
caminho 6ptico das componentes é diferente em cada bloco, pois o sinal que viaja mais
rapido no primeiro cristal viaja mais lentamente no segundo cristal e vice-versa. A figura2h
mostra em detalhes o formato de cunha feito no bloco B do cristal para o controle fino
do atraso relativo entre as componentes. Uma vez que os blocos de cristal tem a mesma
espessura, a posi¢ao inicial nao apresenta atraso entre as componentes do sinal que incidem
com 6; = 0°. A medida que uma das cunhas do bloco de cristal se desloca em rela¢do a
outra, como mostra a figura2h, um atraso relativo entre as componentes do campo elétrico
do sinal que se propaga através do interferometro é observado. O polarizador na saida
do cristal também a 45° combina novamente as réplicas com polarizacao cruzada em um

unico sinal polarizado.

Figura 25 — Interferdmetro baseado em cristais birrefringentes. Cristais birrefringentes de
a-BBO sao utilizados para gerar réplicas do sinal de emissao das amostras. Os
polarizadores sao utilizados para definir a orientacao na entrada e combinar o
sinal na saida garantido a interferéncia entre as réplicas. A diferenca de fase é
controlada pela espessura do cristal através do deslocamento da cunha.

No apéndicdA] descrevemos a birrefringéncia utilizando o referencial do plano de
incidéncia que é independente do referencial do laboratério. Nesse caso a componente H -
horizontal no referencial do laboratério - corresponde a polarizagao (P) (paralela ao plano
de incidéncia) e a polarizagao V - vertical no referencial do laboratério - corresponde &

polarizagao (S) (perpendicular ao plano de incidéncia).

A medida que uma das cunhas se movimenta com passos controlados por um
estagio de translacao, imagens da amostra no plano focal do microscépio sao capturadas
(uma para cada posi¢ao da cunha) e um padrao de maximos e minimos de intensidade
para cada pixel da imagem é observado. Cada pixel da imagem tem um interferograma
associado a ele e o espectro do pixel é obtido através da Transformada de Fourier do
interferograma. Um experimento tipico utilizando o MH consiste em capturar uma série de
imagens monocromaticas da amostra — uma imagem para cada posi¢ao da cunha, como
mostra o exemplo da Figura26l Do ponto de vista da configuracao espacial dos objetos da
amostra (células, tecidos, fibras, marcadores fluorescentes, etc) as imagens sao idénticas
exceto pela intensidade luminosa dos pixels de cada imagem, que se alteram devido as
interferéncias construtivas e destrutivas que ocorrem devido ao interferometro baseado em

cristais birrefringente. Podemos pensar nos dados experimentais como um cubo, onde a
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face representa a imagem do plano da amostra e a profundidade contém um interferograma

de cada pixel da amostra.

Um conjunto de softwares desenvolvidos por colaboradores do projeto é utilizado
para tratar os dados e obter o espectro via Transformada de Fourier dos pixels das regices
de interesse. O processo de tratamento das imagens para obtencao dos espectros via
Transformada de Fourier é descrito na se¢adb.5|

Figura 26 — Uma das etapas do tratamento de dados. O primeiro quadro a esquerda
apresenta a imagem de um tecido bioldgico e indica a selecao de um pixel
da regiao de interesse. No canto superior direito estd o interferograma do
pixel e no canto inferior direito a Transformada de Fourier do interferograma
mostrando um espectro em pseudofrequéncia.
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5.3 lluminacao do microscopio

A iluminacao das amostras de um microscopio tem um papel de grande importancia
na microscopia 6tica. Existem diversas configuragoes de iluminagao para microscopios, cada
uma delas indicada para diferentes tipos de amostra ou tipo de andlise que se deseja realizar.
As configuracoes de iluminagoes diferem principalmente pelo campo (claro ou escuro), pelo
sentido da iluminagao sobre a amostra (transmissao ou reflexdo), no perfil de intensidade
da iluminagao (uniforme, gaussiano, etc.), nas fontes de luz utilizadas (lampadas, lasers,
LEDs, etc.) e também nas regides do espectro eletromagnético (infravermelho, visivel e
ultravioleta, por exemplo) que essas fontes emitem. Cada tipo de iluminagao apresenta

suas vantagens e desvantagens conforme a sua utilizacao.

5.3.1 A lluminacdo Kohler

A iluminagao Kohler [25] consiste em um principio basico: iluminagao uniforme e
intensa no plano da amostra sem a formacao da imagem da fonte de luz. Essa iluminacao
¢é utilizada em microscépios comerciais tanto no modo transmissao quanto no modo de
reflexdo geralmente utilizando ldmpadas incandescentes como fonte de luz. A iluminacgao

Kohler utiliza trés lentes convergentes em uma configuracao especifica detalhada na

figura27]

—I Fonte luminosa Plano da amostra

i — |
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Lente coletora Lente colimadora Lente condensadora

(1) (2) (3)

Figura 27 — Diagrama apresentando a configuracao do moédulo de Iluminagao Koéhler.
Uma fonte de luz e trés lentes convergente. O diagrama indica também a
posicao relativa entre os elementos da montagem em termos das distancias
focais das lentes. As distancias fi,fs e f3 representam, respectivamente as
distancia focais da lente coletora(1), colimadora(2) e condensadora(3).



32 Capitulo 5. Microscépio Hiperespectral

A fonte de iluminacao é uma lampada incandescente e a primeira lente é uma
lente convergente para coletar a luz proveniente da fonte - lente coletora. A lampada é
posicionada no plano focal da lente coletora. A segunda lente (colimadora) é posicionada
de modo que o plano focal coincida com o plano focal da lente coletora. A terceira e tltima
lente (lente condensadora) da configuracgao é posicionada de modo que o seu foco posterior
coincida também com o foco da lente colimadora. A Figura27) indica as posigoes relativas
das lentes, da fonte luminosa e do plano da amostra. De acordo com a figura28| observamos
uma das caracteristicas fundamentais da iluminagao: Os raios provenientes de um mesmo
ponto da fonte de luz emergem como raios paralelos da lente condensadora, ou seja, no
plano focal da lente condensadora (plano da amostra) ndo ha formacao de imagem da
fonte de iluminagdo. O plano focal da lente condensadora tem iluminacao uniforme e é a
regiao onde a intensidade luminosa é maior. Esses sao os elementos basicos da iluminacao,
outros elementos como atenuadores, filtros espacias e espectrais podem ser acrescentados

no caminho 6tico conforme o desenho experimental.

a) Modulo Kohler

lampada

amostra

Lente Lente Lente
coletora colimadora condensadora

amostra

Lente Lente Lente
coletora colimadora condensadora

Figura 28 — Diagrama para a iluminacao Kohler. Raios provenientes de um mesmo ponto
da fonte de luz emergem paralelos no plano da amostra. Incidem sobre o mesmo
ponto no plano da amostra apenas raios proveniente de pontos distintos da
fonte de luz. Nao héa formacdo de imagem da fonte luminosa no plano da
amostra.
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A ﬁgur) mostra o digrama Kohler com raios luminosos provenientes de pontos
diferentes da fonte luz. Esse diagrama ¢ 1til para ilustrar uma caracristica fundamental
desse arranjo: a uniformidade da iluminacao também no plano focal da lente condensadora
(que também é o plano da amostra) notando que a quantidade de raios que chega em
um ponto qualquer do plano focal é a mesma. Na configuragdo experimental adotada
neste trabalho a lente condensadora da iluminacao é também a objetiva do microscopio.
Utilizando essa configuracao de lentes, obtivemos uma iluminacao adequada utilizando

também lampadas de LED na regiao do visivel.

5.3.2 lluminacdo com laser

Nessa se¢ao apresentamos a configuragao de iluminacao utilizando laser para a

excitacao das amostras e obtencao de imagens de fluorescéncia.

A iluminacao utilizando o laser como fonte de luz apresenta algumas vantagens
como o controle da poténcia e comprimento de onda da radiacao incidente no plano da
amostra e uma conveniéncia para a utilizagao de filtros espectrais para coleta do sinal de
fluorescéncia da amostra barrando a radiagdo proveniente do espalhamento do sinal de
excitacao. Utilizando um laser com perfil gaussiano para a intensidade luminosa obtemos
um perfil ndo uniforme de intensidade sobre a amostra. Se o laser incide diretamente sobre
a objetiva a area iluminada da amostra é pequena quando comparada a area imageada
pelo microscopio. A estratégia utilizada para se obter uma iluminacao adequada no plano
da amostra utilizando o laser como fonte de luz é expandir o feixe de laser para obter
uma area iluminada maior da amostra, compativel com o tamanho da area observada,
apos a passagem do feixe pelas lentes do conjunto de lentes da iluminagao. Para iluminar
uma area maior da amostra, utilizamos um conjunto de lentes para expandir o feixe da
iluminacao antes da objetiva. Desse modo a area iluminada da amostra é comparavel ao
campo observado. Ao final do processo o perfil de intensidade ndo é constante no plano da
amostra. A figura29 apresenta configuracao de lentes utilizadas para expandir o feixe de

iluminagao do laser em reflexao.

Expansor de feixe

Figura 29 — Conjunto de lentes utilizado para expandir o feixe de laser no plano da
amostra em reflexdo. A objetiva é uma das lentes do modulo de iluminagao.
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Neste trabalho utilizamos um médulo expansor (telescépio) para expandir o feixe
de laser e iluminar uma regiao maior da amostra, compativel com o campo observado
pelo microscépio conforme mostra a figura29 Utilizamos como fonte de luz um laser
centrado em A = 488 nm. Esse comprimento de onda de excitacdo é compativel com a
janela de excitacao das amostras de materiais bioldgicos estudadas, especialmente as fibras

de colageno.

De acordo com para atingir uma iluminagao uniforme no plano da amostra
utilizando um laser como fonte de luz é necessaria a utilizacao de um instrumento 6tico
que altera o perfil de intensidade do modo do laser e o como resultado o a iluminagao com
perfil gaussiana é transformada em uma iluminacao com perfil aproximadamente constante

como indica a figura30 sem perdas significativas na intensidade luminosa.
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Figura 30 — a) Principio de funcionamento do wShaper, instrumento 6ptico utilizado para
mudar o perfil de intensidade gaussiano do laser para um perfil constante
sem perdas significativas na intensidade luminosa. b) Perfil de intensidade
obtido experimentalmente em duas condi¢oes distintas de iluminacao. Figura

adaptada de [26].

5.4 Calibracao espacial

Tanto a escala quanto a resolu¢ao do microscépio foram obtidas através do imagea-
mento de alvos de teste resolucao (réguas com marcagoes micrométricas) proprios para
microscopia. A figura31] apresenta um alvo de teste de resolugao semelhante ao utilizado
para obter a escala e a resolucao das imagens. Durante a calibracao o alvo é posicionado
em frente a objetiva do microscépio (no plano da amostra) e uma imagem da régua é
capturada. Utilizando as informacoes fornecidas pelo fabricante para o distanciamento
entre os pares de linhas, uma calibragao espacial é gerada utilizando um software para
tratamento de imagens. A calibragao utilizando a régua é utilizada como escala para as
amostras imageadas com a mesma configuracao de lentes para o aumento. Utilizando o
software de calibragdo obtemos a relagao de escala de r.s. = 0,64 pixels/um utilizando a

lente de aumento de 20x como indica a figura32] A distancia de 100 um entre as marcagoes
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da régua equivale a 64 pixels do sensor de imageamento. Cada pixel do sensor tem a forma
quadrangular de lado Iz = 6,45 pm. O tamanho da imagem ¢ obtido usando a relacao
li = Npigels lpizer € O tamanho do objeto conhecido em termos da relagao de escala é dado

por l, = Npigeis Tose- O Aumento efetivo é dado pela equacao:

Mef = 7 = lpiacel Tesc (52)

Figura 31 — Alvo de teste de resolugao semelhante ao utilizado para obter a escala das
imagens do microscopio hiperespectral
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Utilizando a objetiva de 20x o aumento efetivo obtido é de 4x nesta configuragao
de calibracao. Ainda de acordo com a ﬁgura vemos que ¢é possivel resolver os pares de
linhas menores entre as barras de medida. Entre o espagamento de 100 um das linhas mais
grossas ha 10 linhas mais finas com espagamento de 10 ym que sdo identificadas como

objetos distintos no processo de formacao da imagem.
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Figura 32 — Imagem do alvo de teste de resolucao para obtencao da barra de escalas para
as imagens obtidas com o microscopio hiperespectral.
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A figura33] apresenta uma calibragdo e uma imagem obtida com a objetiva de
aumento de 100x. Vemos em detalhe a mesma regiao do alvo de teste de calibracao
com um aumento e resolucao ainda maior. A relacao de escala obtida para a lente de
100x é res. = 5, 01pixels/um e o aumento efetivo é de cerca de 30x. Utilizando a escala
identificamos que o didmetro das esferas na imagem ¢é de 2 um e a resolugao ¢é suficiente
para separar a imagem de esferas aproximadamente tangentes cuja a distancia de separacao

entre os centros d =2,2 um.

a) b)

Figura 33 — a) Alvo de teste de resolugao utilizado para gerar as escalas para o image-
amento utilizando a objetiva de 100x. b)Imagem do MH das esferas com
didmetro de cerca de 2,0 pm. ¢) Resolugao para objetiva de 100x mostrando
esferas separadas por uma distancia deepiros =2,2 pm.
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5.5 Calibracao espectral

Nessa se¢ao apresentamos um método para a calibragdo do MH. Na se¢adb.2)apresen-
tamos o interferometro de cristais birrefringentes utilizado para produzir os interferograma
de cada pixel da imagem. O interferograma obtido é tal que o eixo x apresenta a unidade
arbitraria de passos do motor. Um espectro obtido através do interferograma é chamado
de espectro em pseudofrequéncia, e pode ser entendido como o espectro a menos de uma
funcao de calibracido que faz a correspondéncia entre o espectro em pseudofrequéncia e o

espectro em frequéncia.

Para determinar a funcao calibragao fazemos o imageamento hiperespectral de uma
amostra cujo espectro é conhecido. O processo apresentado aqui envolve o imageamento de
uma lampada de Hg com os picos na regiao do visivel. Ap6s a obtencao do pseudoespectro
identificamos os picos do espectro obtido através do MH com os valores obtidos utilizando
o espectro conhecido da lampada de Hg obtido utilizando um espectrometro comercial
baseado em elementos de dispersdo. Uma calibragdo é gerada conforme indica a figura34]
que apresenta uma calibracao obtida utilizando este procedimento. A funcao de calibragao
¢ gerada selecionando pelo menos trés picos conhecidos na regiao de interesse do espectro

observado.

A figura35| apresenta uma comparagao entre o espectro de emissao da lampada de
Hg obtido através do MH e espectrometro comercial. A comparacgao entre os espectros
obtidos através dos dois métodos distintos mostra que a resolucao espectral do MH ¢
em torno de 7 nm a 9 nm na regiao do visivel. Uma diferenca entre os espectros obtidos
que chama a atengao é o pico em A=508 nm com uma intensidade elevada (a maior na
regiao do visivel) observada pelo espectrometro. Esse pico é relacionado a segunda ordem
de difracdo da emissdao da lampada de Hg no comprimento de onda A=254 nm [27]. A
elevada intensidade deste pico esta relacionada também com a otimizagao dos elementos de
dispersao do espectrometro para a regiao visivel do espectro eletromagnético. Como se trata
de um fendmeno relacionado a difragao, este pico nao é observado em uma medida realizada
através do MH uma vez que o espectro é obtido através de um espectrometro baseado em
birrefringéncia. A calibrac¢ao obtida através deste procedimento é utilizada como referéncia
para o imageamento hiperespectral feito na mesma configuracao do microscopio, de maneira

similar a calibracao da escala e resolucgao.
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Figura 34 — Funcao de calibracao obtida através do imageamento hiperespectral de uma
lampada de Hg cujo espectro é conhecido. A funcao apresenta a correspon-
déncia entre o espectro em pseudofrequéncia e a frequéncia na unidade de
THz.
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Figura 35 — Comparacao entre os espectro de emissao da lampada de Hg obtida utilizando
dois métodos distintos. Em laranja o espectro obtido utilizando o microscopio
hiperespectral e em violeta o espectro obtido utilizando um espectréometro
comercial baseado em elementos dispersivos.
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6 Amostras

Nessa secao descrevemos detalhes das amostras analisadas no MH. Apresentamos
uma amostra para calibragao, uma amostra para teste e as amostras utilizadas para a
aplicacao da técnica. As amostras, respectivamente, sdo: emissores da tela de um telefone
celular, fibras de papel coradas com rodamina e cortes histolégicos de bidpsias de tecido

de préstata com coloracao e sem coloragao.

Os emissores da tela de celular sao de um aparelho do fabricante Samsung, modelo
J5. De acordo com especificagoes do fabricante [28] o dispositivo tem a capacidade de
reproduzir 16 M cores distintas. Esse valor é da ordem de grandeza da quantidade de cores
estimada na se¢dd4.4] para o padrao RGB com 256 intensidades diferentes para cada uma
das cores primdrias. No capituld7] apresentamos as imagens monocrométicas obtidas com

as objetivas de 40x e 60x de aumento onde se observa os emissores individualmente.

Uma amostra para teste de papel corado com rodamina foi obtida acrescentando
gotas de uma solucao do corante rodamina sobre um pedago de folha de papel. Poste-
riormente a amostra de papel corada foi fixada entre duas laminas de vidro utilizadas
para microscopia. No capituld7] apresentamos as imagens monocrométicas obtidas com as

objetivas de 40x e 100x de aumento das fibras de papel.

As amostras de tecido de préstata [12,29] sdo provenientes do Hospital das Clinicas
da Universidade Federal de Minas Gerais em Belo Horizonte. As amostras sao de bidpsias
de pacientes participantes de tratamento de cancer de préstata no periodo entre Abril e
Agosto de 2015. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da UFMG e pelo
Conselho Nacional de Satide brasileiro de acordo com a resolu¢ao 196/96 sobre a pesquisa
com seres humanos como sujeitos). Os participantes da pesquisa consentiram com os
métodos utilizados para os experimentos. As amostras utilizadas consistem de parte de um
conjunto de amostras provenientes de 8 pacientes diagnosticados com cancer de prostata
que passaram pelo procedimento de prostatectomia radical. Os tecidos histolégicos sao
provenientes de pungoes de 1 mm de didmetro e de bidpsias guiadas por agulha, ambas
realizadas em diferentes regices da glandula de préstata. A preparagao das amostras é
feita de acordo com um procedimento padrao em histologia para analises patoldgicas,
envolvendo etapas de desidratacgao, clarificacdo e parafinizacao. Os cortes histologicos foram
feitos com um micrétomo e tém espessuras entre 4 um a 6 pum. Esses cortes foram fixados
em laminas de microscopia e alguns cortes passaram pelo procedimento de marcacao com
a coloragao Hematoxilina e Eosina. Essas amostras fazem parte do material de estudo
de outros trabalhos desenvolvidos no Laboratério de Biofotonica e colaboradores [29],

incluindo a tese de doutoramento de Aloisio M. Garcia [12].
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Na morfologia do corte histolégico de tecido de préstata destacam-se a predomi-
nancia de dois tipos de estrutura: a regiao de glandulas prostaticas e a regiao do tecido
conjuntivo, também chamado de estroma. As glandulas prostaticas sao denominadas de
acinos devido a sua semelhanca com um colar de contas ou bagas (acini em latim) (uma
denominacao genérica para frutos como a uva). O interior das glandulas é referenciado na
literatura como regiao de limen e se apresenta como espaco vazio nos cortes histolégicos
onde se observa diretamente a fonte de ilumina¢ao em uma imagem de microscopia por
transmissao. O tecido conjuntivo entre as glandulas é denominado de estroma e apresenta
grande quantidade de fibras de coldgeno. A figura36) apresenta uma imagem de microscopia
optica de um corte histologico corado de biopsia tecido de préstata indicando as regioes
de glandulas e o estroma .

Estroma

Figura 36 — Imagem de microscopia Optica de um corte histolégico corado de bidpsia de
tecido de prostata indicando as regioes de glandulas e estroma presentes na
morfologia do tecido. Figura adaptada de .
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7 Resultados

Neste capitulo apresentamos os resultados de imageamento hiperespectral. As
amostras selecionadas sao os emissores RGB da tela de um telefone celular, amostra
de fibras de papel coradas com rodamina, autofluorescéncia em tecido biolégico (cortes
histologicos de bidpsia de prostata) e fluorescéncia de tecidos biolégicos marcados com

corantes fluorescentes.

7.1 Emissores RGB da tela de um telefone celular.

A figura37 apresenta imagens monocromaticas dos emissores da tela do telefone
celular obtidas utilizando duas objetivas diferentes. A ﬁgur) apresenta uma imagem
obtida utilizando uma objetiva de aumento de 40x e é possivel observar a periodicidade
dos emissores do celular. A regido retangular demarca a menor estrutura que se repete
periodicamente e é identificada como um pizel da tela do celular. A ﬁgur) foi ob-
tida utilizando uma objetiva de 60x de aumento. As barras de escala representam a
mesma medida de 50 ym em ambas imagens. O pizel da tela do celular tem cerca de
200 pm x 200 pm e os emissores individuais tém formato retangular com largura de cerca
de 31 pum e comprimentos diferentes para cada uma das cores diferentes de cerca de 31 um,

63 pm e 96 pm.

Figura 37 — (a) Emissores do telefone celular. Os emissores da tela tem formato retangular
com largura [ =30 pum e comprimentos distintos para cada uma das cores R, G
e B. Imageamento realizado com a objetiva de 40x de aumento. O retangulo
em verde indica a menor regiao que se repete, formando um pizel da tela
do celular. (b) Emissores do celular imageados com a objetiva de 60x de
aumento.
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A ﬁgur) mostra um mapa em falso-RGB obtido a partir do imageamento
hiperespectral dos emissores do telefone celular. Essa figura apresenta uma regiao da imagem
obtida utilizando a objetiva de 40x. Na ﬁgur) vemos os espectros diferentes para
cada um dos emissores, identificando apenas uma assinatura espectral por emissor. Essa
amostra representa bem a capacidade do Microscépio Hiperespectral para a identificacao
de assinaturas espectrais distintas em uma mesma imagem com resolucao espacial da
ordem de pum. Na ﬁgur) apresentamos a comparagao com as fungdes R, G e B para a
geracao do mapa em falso-RGB a partir do espectro de cada pixel da imagem. Conforme
discutido na se¢adb.5, uma amostra cujo espectro apresenta pelo menos trés picos de
intensidade conhecidos na regiao de interesse pode ser utilizada para geracao de uma
funcao de calibragao espectral. Assim utilizamos essa imagem também para a calibragao
espectral do MH. A ﬁgur) apresenta o resultado da comparacao dos espectros obtidos
utilizando duas técnicas distintas: espectrometro baseado em elementos de dispersao e o
Microscopio Hiperespectral. Os picos identificados pelo espectrometro foram utilizados
como referéncia para a calibracdo do MH. As telas de LED de um telefone celular gera uma
diversidade de cores utilizando apenas trés emissores (RGB) com intensidades relativas

diferentes, baseado no padrao de cores por adicao RGB.
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Figura 38 — a) Mapa falso-RGB dos emissores tela de LED de um telefone celular. Trés
emissores de tamanhos e cores distintos. b) Espectro de emissao de cada
emissor. ¢) Espectro normalizado e comparado com as fungoes utilizadas para
gerar um mapa de falso-RGB. d) Comparacao entre o espectros obtidos por
dois métodos distintos: espectrometro baseado em materias dispersivos e o
MH.
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7.2 Fibras de papel coradas com rodamina

A figura39] apresenta imagens monocromaéticas das fibras de papel coradas com
rodamina excitadas com o laser centrado em 488 nm. A ﬁgur) apresenta uma imagem
das fibras de papel obtida com a objetiva de 40x de aumento e a barra de escala mede
50 pm. O didmetro das fibras de papel é da ordem de 10 pm. A figura39b) apresenta
uma imagem monocromatica das fibras de papel obtidas utilizando a objetiva de 100x de

aumento mostrando fibras com didmetros variados. A barra de escala é de 20 um.

A ﬁgur) apresenta o Mapa falso-RGB obtido a partir do imageamento hiperes-
pectral das fibras de papel coradas com rodamina e excitadas por um laser centrado em
488 nm. A imagem foi obtida utilizando a objetiva de 40x. A poténcia sobre a amostra é
P=175 mW e a integracao do sinal da imagem ¢é {=1000 ms. No caminho do brago de
imageamento foram posicionados um espelho dicréico (DM505, do fabricante OLYMPUS)
para a reflexao do sinal de excitagdo no plano da amostra e um filtro Edge 488 nm (Semrock

LP02-488RE-25) em frente a cAmera para filtrar a radiagdo espalhada do laser.

Utilizando a calibragao proveniente dos emissores do telefone celular, obtivemos
uma boa concordancia entre o espectro de fluorescéncia da rodamina presente na amostra
obtido através do Microscopio Hiperespectral e do espectrometro baseado em materiais
dispersivos, conforme indica a ﬁgur), que indica a comparagcao entre o espectro obtido
pixel-a-pixel da imagem através do MH com o espectro sem resolugao espacial obtido
utilizando um espectrometro. Através do MH identifica-se o pico da fluorescéncia da
rodamina em Ay, , =85,6 nm através da medida em um espectrometro identifica-se um
pico em \p;,=590,3 nm. Quando comparamos os espectros de fluorescéncia obtidos, como
apresenta a figura ), vemos que os graficos parecem transladados um em relacao ao
outro. Isso pode estar relacionado com a imprecisao em determinar os picos dos espectros
de referéncia utilizados para a calibracao do Microscépio Hiperespectral, resultando em

diferencas entre os espectros da ordem da resolugao espectral o MH.

A calibracao utilizada para as demais amostras é idéntica ao procedimento descrito
na se¢adp.b] utilizando uma lampada de Hg.
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Figura 39 — Fibras de papel coradas com rodamina. A figura (a) apresenta a imagem de
fluorescéncia obtida utilizando uma objetiva de 40x de aumento. O didmetro
das fibras de papel é da ordem de 10 pm. A figura (b) apresenta uma imagem
das fibras de papel com diferentes didmetros obtida utilizando a objetiva de
100x de aumento.
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Figura 40 — a) Mapa falso-RGB de fibras de papel coradas com rodamina excitada em
reflexdo por um laser 488 nm. b) Espectro de emissdo das regides indicadas
na imagem. ¢) Espectro normalizado e comparado com as fungoes utilizadas
para gerar um mapa de falso-RGB. d) Comparagao entre o espectros obtidos
por dois métodos distintos: espectrometro baseado em materiais dispersivos e
o MH.
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7.3 Tecido de préstata

7.3.1 Autofluorescéncia do colageno

A figuradT] apresenta um corte histologico de tecido de préstata nao corado excitado
com o laser centrado em 488 nm. No campo de visao observa-se a predominancia do tecido
conjuntivo entre as glandulas e uma glandula cuja parede tem uma célula de espessura. A

barra de escala tem 100 pm.

Figura 41 — Imagem de autofluorescéncia de um corte histologico de tecido de prostata sem
corante. Excitacao em reflexao com um laser centrado em 488 nm. Imagem
obtida utilizando a objetiva de 20x de aumento.

A ﬁgur) apresenta um mapa em falso-RGB obtido a partir da imagem hiperes-
pectral da autofluorescéncia do tecido prostata excitado por reflexdao com o laser 488 nm.
A regido imageada apresenta fibras de colageno e acinos. A poténcia sobre a amostra é
P=8,0 mW e integracao do sinal da imagem ¢ t=5000 ms. Um espelho dicréico DM505
para refletir a excitagdo para o plano da amostra e um filtro Edge 488 nm encontram-se no
braco de imageamento do MH. Utilizando o MH identifica-se o pico da autofluorescéncia
das fibras de coldgeno em \p;co,,,, =545,5 nm e utilizando um espectrometro identifica-
se o pico da autofluorescéncia em A,;;,=553,4 nm. Esse resultado é consistente com a
autofluorescéncia do tecido conjuntivo que ¢é essencialmente a fluorescéncia do colageno
(fluoréforo presente em maior quantidade no tecido conjuntivo) |18] apresentando um pico

em torno de Apico =540 nm para excitagao com o laser centrado em 473 nm, apresentada

na secacfd.I]
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Figura 42 — a) Mapa falso-RGB de tecido de préstata nao-corado excitado em reflexao por
um laser centrado em 488 nm. b) Espectro de emissao das regides indicadas
na imagem. ¢) Espectro normalizado e comparado com as fungoes utilizadas
para gerar um mapa de falso-RGB. d) Comparagao entre o espectros obtidos
por dois métodos distintos: espectrometro baseado em materiais dispersivos e
o MH.

7.3.2  Fluorescéncia do corante eosina ligado as fibras de colageno

A figurafd3] mostra uma imagem monocromatica de um corte histolégico de bidpsia
de tecido de préstata corado com Hematoxilina e Eosina, H&E, excitada pelo laser 488 nm
em reflexdo. A barra de escala é de 100 pm. A regido imageada apresenta glandulas de
100 pm a 300 pm de diametro e fibras de colageno do tecido conjuntivo. O interior das
glandulas (vasos, etc) do tecido de préstata (e outros tecidos) é referenciado na literatura

como lumen.

A figurafdd] apresenta uma imagem hiperespectral de tecido de préstata corado
com H&E excitado em reflexdo com o laser 488 nm. A ﬁgur) apresenta um mapa
em falso-RGB da fluorescéncia do corante eosina ligado as fibras de colageno. A eosina
é um corante utilizado para a marcacao do citoplasma e tecido extracelular e domina
a fluorescéncia observada. A poténcia sobre a amostra é P=8, mW e integragdo do
sinal da imagem ¢é t=2700 ms. Nessa medida nao se observa a fluorescéncia do corante
hematoxilina utilizado para marcar o ntcleo das células dos acinos. Conforme discutido
na se¢adb.4] a resolugdo do imageamento utilizando a objetiva de 20x é em torno de
10 pm o que dificulta a separagao espacial do niicleo da célula e da regiao extranuclear.

Utilizando o MH identifica-se o pico da fluorescéncia da eosina na regiao das fibras de
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colageno em Aico,,,=549,9 nm e utilizando um espectrometro identifica-se o pico da
autofluorescéncia em Ayico,,,=553,4 nm. Apresentamos na figura também o espectro
de fluorescéncia da solucdo de eosina em etanol [30] (linha preenchida) com o pico em
Aref=543,5 nm. Comparando com a imagem da amostra nao corada (ﬁgur, aqui as
regioes de células sao menos visiveis, uma vez que a eosina cora mais as fibras da matriz
extracelular. Essas imagens poderao ser utilizadas para estudos de organizacao do colageno

nestas amostras.

Figura 43 — Imagem de fluorescéncia de um corte histolégico de tecido de préstata corado
com H&E. Excitagao em reflexdo com um laser centrado em 488 nm. Imagem
obtida utilizando a objetiva de 20x de aumento.
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Figura 44 — a) Mapa falso-RGB de tecido de préstata corado com H&E excitado em reflexao
por um laser centrado em 488nm. b) Espectro de emissao das regides indicadas
na imagem. c¢) Espectro normalizado e comparado com as fungoes utilizadas
para gerar um mapa de falso-RGB. d) Comparagao entre o espectros obtidos
por dois métodos distintos: espectrometro comercial e o MH e referéncia da
fluorescéncia da solugao de eosina em &lcool obtida em [30].
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7.3.3 Transmissao em tecido corado

A figuraldh] mostra imagens monocromaticas de corte histolégico de tecido de
prostata corado com H&E de uma mesma amostra, realizadas em regioes diferentes e
utilizando aumentos de 20x e 60x. A ﬁgur) apresenta uma imagem de microscopia
de transmissao utilizando a objetiva de 20x de aumento onde se pode observar as regides
de limen no interior das glandulas de didametro da ordem de 100 pum e o tecido conjuntivo
formado predominantemente por fibras de coldgeno. Em uma imagem de microscopia de
transmissao a regiao de limen transmite a luz de excitacao sem interacdo com a amostra.
A barra de escala é de 100 ym. A ﬁgur) apresenta uma regiao diferente do mesmo
tecido utilizando uma objetiva de 60x de aumento. Além das fibras de colageno do tecido
vemos também células com didmetro da ordem de 10 pym de didmetro. A barra de escala é
de 50 pm.

Figura 45 — A figura (a) apresenta uma imagem de transmissao em um corte histolégico
de tecido de préstata corado com H&E. Excitacao utilizando um lampada.
Imagem obtida utilizando a objetiva de 20x de aumento. A figura (b) apresenta
uma imagem de uma regiao diferente da mesma amostra utilizando uma
objetiva de 60x de aumento.

A figurald6] apresenta o imageamento hiperespectral realizado em um tecido de
prostata corado com H&E utilizando uma lampada como fonte de iluminagao. O sinal
coletado é proveniente da transmissao da luz através do tecido. A imagem foi obtida
utilizando uma objetiva de 20x de aumento e apresenta uma regiao da amostra que
contém fibras de coldgeno e dcinos. A figurgl6h) mostra o mapa de falso-RGB do tecido
de prostata corado. A ﬁgur) Nao ha filtros no brago de imageamento.
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Figura 46 — a) Mapa falso-RGB de tecido de préstata corado com H&E. Transmissao da
iluminagao de uma lampada. b) Espectro de transmissao das regioes indicadas
na imagem. c¢) Espectro normalizado e comparado com as fungoes utilizadas
para gerar um mapa de falso-RGB.

Apresentamos a absorbancia do tecido de préstata obtida através da expressadd.3.4]
para a absorbancia de uma amostra. Para os calculos, utilizamos a intensidade [, do
sinal como a intensidade transmitida através da regiao de limen da amostra onde nao ha
absor¢ao pelo material e utilizando como I o sinal transmitido através da regiao 1 (fibras
de coldgeno) da amostra. A figura ) apresenta um conjunto de espectros de transmissao
de pixels vizinhos em duas regioes diferentes da amostra: a regidao 1 com a presenca de
fibras de coldgeno coradas com eosina e uma regiao de limen da amostra onde a luz da
lampada nao interage com a amostra e se observa o perfil de intensidade I, da excitagao.
A ﬁgur) apresenta dois espectros selecionados para o calculo da absorbancia do tecido
de prostata. A figura ) apresenta a comparacao entre a absorbancia da regiao 1 do
tecido de prostata corado obtido através do MH e a referéncia para a absorbancia da
solucao de eosina em etanol . O pico da absorbancia é \y;F=531,6 nm e o pico da
absorbancia da eosina disponivel como referéncia ¢ \,.;=524,8 nm. Essa diferenca entre
os picos de absorbancia pode ser devido a mudancgas no espectro de absor¢ao do corante
ligado as fibras de colageno e em solugao. Esse mesmo motivo pode estar relacionado com

a diferenca do perfil de absorbancia nas regioes mais afastadas do maximo.
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Figura 47 — (a) Espectro da luz transmitida através do tecido de préstata e da lampada
obtidos respectivamente através de pixels préoximos localizados na regiao 1
(fibras) em uma regiao de limen da amostra. (b) Espectros selecionados para
o calculo da absorbancia da amostra. (¢) Absorbancia da regiao de fibras
de colageno na regiao 1 da amostra obtida através do MH e referéncia da
absorbancia da eosina obtida em .
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8 Conclusao e perspectivas

Neste trabalho apresentamos o desenvolvimento de um microscopio hiperespectral
para a aplicagdo em materiais biologicos. Obtivemos imagens de fluorescéncia e transmissao
com resolucao espacial entre 2 ym e 10 um e resolucao espectral entre 7 nm e 9 nm na

regiao visivel do espectro eletromagnético.

Obtivemos uma imagem hiperespectral dos emissores de um aparelho celular onde
identificamos diferentes assinaturas espectrais. Na microscopia por transmissao em um
tecido de bidpsia de prostata corado com H&E identificamos dois espectros distintos no
plano da amostra: o espectro de emissao da lampada através da regiao de limen e o espectro
de transmissao do tecido. Utilizando esses resultados obtivemos a absorbancia do tecido
corado e a comparacao entre o espectro de absorbancia da solucao de eosina em etanol. O
pico da absorbancia do tecido corado é préximo do pico da absorbancia da solucao de eosina
em etanol e o aspecto dos graficos é semelhante préximo ao maximo. Obtivemos a imagem
de fluorescéncia do tecido de préstata corado com H&E e identificamos a fluorescéncia
da eosina ligada as fibras de colageno. A comparacao com o espectro de fluorescéncia da
solucao de eosina em etanol mostra uma boa concordancia. Nas amostras de biépsia de
tecido de préstata nao-corado identificamos o espectro de autofluorescéncia das fibras de
coldgeno e comparamos com o espectro obtido utilizando um espectrometro (sem resolugao
espacial) baseado em materiais dispersivos e encontramos uma boa concordancia entre
os resultados, indicando que a fluorescéncia observada é predominantemente devido a

autofluorescéncia do colageno.

Temos como perspectiva o desenvolvimento de melhorias na montagem no processo
de formacgao da imagem e iluminagao das amostras. A substituicao da lente zoom por lentes
de distancia fixa utilizando elementos para bloqueio do laser espalhado e outras fontes de
luz do laboratério esté entre as primeiras modificagoes a serem feitas. Pretendemos utilizar
as imagens de coldgeno para estudos da organizacao e alinhamento das fibras de colageno
e como essas estruturas se comportam durante o desenvolvimento de diversas doencgas em
comparacao com o tecido saudavel. Temos interesse em obter amostras que apresentam
mais de uma assinatura espectral em escala microscopica para estudos. Também temos
interesse em desenvolver adaptacoes na montagem para aplicacoes em materiais e obras

de arte.
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APENDICE A - Diferenca de fase a partir
da diferenca de caminho em um cristal

birrefringente

A.1 Diferenca de caminho para as componente do campo Elétrico

em um material birrefringente

A Figura (48| apresenta um diagrama da propagac¢ao de uma onda plana em um
cristal birrefringente negativo, isto é com o indice de refracao n. < n,. A birrefringéncia é
a presentada de maneira exagerada, para visualizagdo. Para o cristal de a — BBO indice
de refracao extraordinario é n, = 1,56 e o indice de refragdo ordinario é n, = 1, 68, fazendo
com que a separacao maxima entre os raios seja da ordem de 10~°m para um cristal de

espessura d = 2.4mm .

ar

a-BBO

eixo optico

Figura 48 — Refracao de um onda plana em um cristal birrefringente. Diferencas de traje-
toria entre cada uma das polarizacdes do campo Elétrico.

A birrefringéncia é um fendmeno em que as duas componentes de polarizacao
do feixe incidente se propagam com velocidades distintas no interior de um material
devido a anisotropia do meio. A descri¢ao da birrefringéncia é simplificada se escolhemos o

referencial do plano de incidéncia para descrever a polarizagao das componentes do Campo
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Elétrico do feixe luminoso. Tratando o feixe como uma onda plana que se propaga na
direcao k contido no plano de incidéncia, decompomos o campo elétrico da onda mais geral
possivel para o raio refratado em duas componentes; (S) - a componente de polarizagao
perpendicular ao plano de incidéncia - e (P) - a componente de polarizacao paralela ao
plano de incidéncia. Essa notacao tem a vantagem de ser independente de um referencial

externo (referencial do laboratério).

Com relagdo aos elementos da figurad§ temos:

N: A normal em relacao a superficie do cristal.

0;: O angulo entre a onda plana e N , 0 angulo de incidéncia.

Qt(P) e 9§S): O angulo de refracao de cada uma componentes da polarizacao do campo

elétrico da onda incidente.

@: O angulo entre o raio refratado com polarizacao (P) e eixo 6ptico.

d: A espessura do cristal birrefringente.

B: O angulo complementar de 6;.

e 0: A diferenca de caminho éptico entre as duas componentes apds deixar o cristal.

Cada uma das componente da polariza¢ao do Campo Elétrico (C.E.) possui um
angulo de refragao e portanto propagam-se em trajetérias distintas dentro do cristal.
Chamemos de TP a trajetéria percorrida pela componente de polarizagio (P) do C.E. e de
IS a trajetéria percorrida pela componente de polarizacao (S) do C.E. Em uma inspegao
da figura vemos ainda que trajetéria da componente (P) é maior por um comprimento &

em relagdo a trajetoria da componente (S) apds deixar o cristal.

Os segmentos de reta IP e 1S sido as hipotenusas dos tridngulos retangulos JOP e
10S respectivamente, onde o cateto adjacente ao angulo de refracdo é o mesmo para ambos
os casos e corresponde a espessura d do material birrefringente. Os comprimentos desses

segmentos sao obtidos através das relagoes trigonométricas dos triangulos retangulos:

~

S

Il
>
N

~
A
Il

(A.2)
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O caminho 0 é obtido também através de relacoes trigonométricas do triangulo
RPS. A Figura 49 mostra com detalhe o tridngulo RPS, chamando atengao para o fato
de que um dos angulos internos tem a mesma medida do dngulo de incidéncia, uma vez

que [ é o angulo complementar do angulo de incidéncia, conforme indicado na Figura [48|

0] S P
B 8;\

6
R

Figura 49 — Detalhe da diferenca da trajetéria no exterior do cristal birrefringente.

O caminho § da Figuraid9| é dado por:

§ = SP senb;. (A.3)

O comprimento SP pode ser escrito como SP = (zp — xg). Substituindo na

expressao temos:
d = senb; (rp — xg). (A.4)

Inspecionando a Figura[48] escrevemos zp e x5 em termos das grandezas conhecidas
a partir das relagdes trigonométricas nos triangulos IOP e I0OS. Onde xp e xg sao medidos

a partir do ponto O.

tgol" = 12 (A.5)
d
1g0'>) = % (A.6)

Substituindo as expressoes para zg e xp na equacao [A.4] temos a expressao para 0

em termos das grandezas conhecidas:

§=d (tgb" — tg6>) senb; (A.7)

Substituindo as expressoes [A.1] [A.2] e [A.7], dividindo cada caminho pelo respectivo compri-

mento de onda, e finalmente multiplicando por 27 temos a expressao para diferenca de

fase entre as duas componentes em funcao da diferenca de caminho para o primeiro cristal.

cos(;<s) (tge(P) — tge(5)> cosZ(P)
A¢cm’stal1 =2m )\t +d sen9i ! L — )\t (AS)

>\’U(ZC Te (9)

Mo

O termo de diferenga de fase corresponde a diferenga de caminho § sera desprezado

no calculo da diferenca de fase final. Essa simplificagdo pode ser feita pois a diferenca de



62 APENDICE A. Diferenca de fase a partir da diferenca de caminho em wm cristal birrefringente

fase dos feixes entre os dois blocos de cristal é nula. Entretanto esse calculo é 1til para o

calculo da diferenca de fase &' do segundo bloco que ndo serd desprezada.

d d
(S) (P)
cosf cosf
Ad)cm’smll =27 i - )\t (Ag)
o ne(0)

Em seguida, repetimos o procedimento para o calculo da diferenga de fase no
segundo cristal birrefringente utilizando a Lei de Snell usual, pois o indice de refracao
nao varia com o angulo de transmissao uma vez que o angulo entre o raio refratado e o
eixo Optico é constante nessa situacao. Como ha uma separacgao entre os dois blocos de
cristal, a partir da Lei de Snell temos que o angulo de incidéncia no segundo cristal é o
mesmo para as duas componentes do C. E. e pois sdao iguais ao angulo de incidéncia 6;
no primeiro cristal. Para nao gerar confusao com a notagao, modificamos os rétulos das
componentes de polarizagao indicadas no segundo bloco, pois os angulos de transmissao
nao sao necessariamente iguais. O calculo da diferenga de fase no interior do cristal é
obtido de maneira semelhante, trocando apenas o indice de refracdo que cada uma das
componentes experimenta. As trajetorias de cada uma das componentes de polarizagao S2
e P2 no interior do bloco 2 séo indicadas na Figurab0}

| HEOR \S

6,F? =9,®

eixo dptico

Figura 50 — Trajetérias das componentes de polarizagao S2 e P2 no bloco 2 com o eixo
optico perpendicular ao plano de incidéncia indicado pelo ponto verde.

A componente de polarizagao perpendicular ao plano de incidéncia é agora indicada
por S2 e componente de polarizaciao paralela ao plano é agora indicada por P2. S’ e P’

representam a distancia até o ponto O de origem para a medida de xgs € Tps. A expressao
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para a diferenca de fase das com componentes S2 e P2 é a mesma feita anteriormente,
trocando apenas os indices de refracdo de que cada uma experimenta. A componente que
experimenta o indice de refragdo extraordindrio n. (constante) agora é a componente S2 e

a componente que experimenta o indice de refragao ordinario n, é a componente (P2).

H4 também uma contribuicdo para a diferenca de fase do termo 0’ que nessa figura
aparece na trajetoria da componente S2. Entretanto a contribuicao da diferenca de fase de
0" deve ser somada a diferenca de fase da componente P2. Isso ocorre pois as componentes
se cruzam no interior do bloco de de cristal e isso nao é observado em um diagrama onde
a birrefringéncia é exageradamente apresentada. O calculo da trajetéria ¢’ feito com base
no diagrama apresentado na figurabIl De maneira semelhante a equacao [A.4] a expressao
para &' é dada por:

§ = (zp — x5/)senb;. (A.10)

A expressao para rg em termos das grandezas conhecidas é

zg = d tand>?. (A.11)

A expressao para xpr é

xp = (zp—xg) +d tanGt(PQ). (A.12)

O termo (xp — xg) é acrescentado pois a componente (P2) incide sobre um bloco

em um ponto diferente da componente (S2) por esse termo. A expressao para (zp — xg) é
dada por

(xp —zs) =d (tg0;" — tg0;™). (A.13)

6,2 = g,®

eixo éptico

o

Figura 51 — Diagrama para calculo da trajetéria ¢
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A substituicao na equacao resulta em

(xp — 2g) = d [(tg0") — tg6\>)) + tan6!"™)]. (A.14)

E entéo escrevemos a expressao para (rp —2g ) em termos das grandezas conhecidas

como
(xpr —xg) =d {[(tg@,gp) - tgé’gs)) + tanQﬁPQ)] - tcm@,g‘%)} . (A.15)

A substituicao desse resultado na expressao leva & expressao para a trajetoria

0’ no exterior do bloco macico de cristal em termos das grandezas conhecidas.

8y =d {[(tg@t(P) - t99§5)) + tan0§P2)] - tan@ﬁsm} sin 6;. (A.16)

Conforme discutido acima, a ¢’ pertence a trajetéria da componente (P2) e deve
ser associado a diferenca de caminho dessa componente. Para manter a consisténcia entao
devemos valaria a expressao (rg — xp/) que é obtida simplesmente trocando o sinal dos

termos da expressao acima

d=d {tcm@,g‘%) — [(tg6") — tgo>) + tan9§P2)]} sin 6;. (A.17)

A diferenca de fase entre as componente no bloco macico é dada por

d d
5, 0059(P2> cos@<32>
A¢cm‘stal2 =2m + )f - /\t s (A18)
>\vac o e

e a substituicdo da expressao para ¢’ resulta em

d d
t 9(5’2) — ((t Q(P) ¢ Q(S) t Q(PQ) ™D =T
A¢cm’stal2 =27 d Senei k (( ki \ I >+ A ) + e)f — ii

No Ne

(A19)

A diferenca de fase total é a soma das diferengas que ocorrem em todo o caminho
optico e equivalente a soma das duas expressoes. E mais atraente agrupar os termos de
diferenca de fase da mesma componente para visualizacao. Usando esse artificio a diferenca

de fase total apds a trajetéria através dos dois blocos de cristal é

d d d d

51 cosH) cos§ T cos6'>) cos5?
A¢t0tal =27 \ + )\t + i - At + i . (A20)
vac ne(0) No No Ne

Aqui podemos fazer ainda mais uma simplificagdo na expressao, ao identificarmos

a igualdade

d d
cosBEPQ) cosE‘iS)
L ot (A.21)

No Mo
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Essa igualdade vem do fato de que as componentes tem o mesmo angulo de
incidéncia e percebem o mesmo indice de refragdo (porém em cristais diferentes). Como
os cristais tem a mesma espessura, por simetria vemos que a diferenca de fase devido a

contribuicao desses termos se anula.

6/ cos0H) cos5?
Adrotar = 2 3 = | . (A.22)
vac e (0) e

Reescrevendo a equagao [A.22 em termos das grandezas conhecidas, temos

d ( tanHLESQ) — ((tgegp) - tg@t(s)) + tcm@ﬁm)» sin 6; COSZ(PW 4{;05;52)
A¢to1§al =27 A + /\t - )f
vac ne(6) Ne

(A.23)

Apos essa expressao utilizamos a igualdade
tan@,gm) = tan@ﬁs),

resultante da Lei de Snell usual aplicada as componentes (S) e (P2) para reduzir a

expressao final para a forma

d
d (g6 — tan6®?) sin6; 050 D) PER]
AQstotal =27 ( \ ) + )\t - i (A24)
vac ne(e) Ne

Nas figuras utilizadas para representar a birrefringéncia, representamos a separagao
entre as componentes de polarizacdo de maneira exagerada. Apés a identificagdo dos angulos
e o calculo da diferenca de fase entre as componentes, identificamos que as componentes
inicialmente separadas no cristal 1 cruzam-se novamente no interior do cristal 2 e tornam
a se separar novamente no sentido oposto. Isso pode ser observado pela identidade entre os
angulos 0§P2) = 6§S’ que ocorre devido ao fato dos eixos 6pticos do material birrefringente
serem cruzados. O cruzamentos das componentes de polarizacao é representado na figura2)
onde novamente a birrefringéncia é representada de maneira exagerada mas levando em
conta os resultados numéricos da diferenca de fase entre as componentes indicando que as
componentes se cruzam (a diferenga de fase positiva entre os feixes considerando apenas o
cristal 1 torna-se negativa quando levamos em conta a propagagao através do cristal 2). A
separagdo maxima entre os feixes k1 &~ (rp — xg) ocorre na extremidade final do cristal
1 e é da ordem de 107% m para 6; < 10°. Apéds passar pelo segundo cristal a separacao
maxima entre os feixes é ky ~ (rgr — xp/) e para um angulo de incidéncia 0; < 10° é da
ordem de 1078 m, um valor de ordem 10? menor que a largura dos pixels do detetor de

imagens.
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Polarizagao do
Campo Elétrico

. Perpendicular ao plano de
incidéncia (S)

. Contido no plano de

ar incidéncia (P)

a-BBO :
. eixo dptico
T plano de incidéncia

(plano do papel)

ar

a-BBO 0P = 8®

6,52:
eixo éptico .

hssssssvasssnnnnnnnnnnnnnnnnnnsn
=~
x
)
<
@
<

Figura 52 — Diagrama indicando as trajetérias de cada uma das componentes (S) e (P) da
polarizacao do campo elétrico. Os raios totalmente preenchidos representam
os caminhos onde ha diferenca de fase. Os raios semitransparentes indicam os
trechos em que a diferenca de fase é nula entre as componentes.

As equagoes e mostram que a diferenca de fase é uma fungao do angulo de
incidéncia 6; e também do comprimento de onda incidente A. A figura 53| mostra a diferenca
de fase entre as componentes do campo elétrico em fungdo do angulo de incidéncia da onda

plana sobre o cristal birrefringente. O grafico foi obtido com base na equagao No eixo
A¢total

y foi plotado a grandeza =%tel. Para N4, 10 €ixo eixo y tem-se interferéncia construtiva

total e para Ny, tem-se interferéncia destrutiva total para o angulo de incidéncia.
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Diferenga de fase em fungdo
do angulo de incidéncia para o interferometro TWINS

—
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‘ Diferenca de fase versus angulo de incidéncia

A =500 nm
d=2.4mm
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5 (o))
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Angulo de Incidéncia [°]

Figura 53 — Diferenca de fase em fungdo do angulo de incidéncia para um cristal birrefrin-
gente.
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ANEXO A - Espectro de emissao da
lampada de Hg utilizada para a calibracao do

MH

Espectro de emissao da lampada de Hg fornecido pela fabricante Princeton Instru-

ments.



Princeton Instruments

IntelliCal® Wavelength Calibration Source

MERCURY

WAVELENGTH CALIBRATION SPECTRUM

* INDICATES STRONG LINE WITHIN WAVELENGTH GROUP () INDICATES 2ND OR 3RD ORDER

MERCURY

NEON-ARGON

20000

18000 4

16000

14000

12000 A

10000 4

INTENSITY (a.u.)

8000

6000 -

4000 A

2000

253.652
(900K Rel.)

313.184

296.728

435.833

365.016
404.656

640.225

585.249

546.075
614.306

650.653

= 576.961 & 579.067

703.241

724.517

692.947

300

400 500

600

700

WAVELENGTH (nm)

811.531

837.761

794.818

800

912.297

900

INTENSITY (a.u.) X5

965.779

1000

Instruments

184.950 226.223 302.15 404.656 507.304* 625.14 730.03 871.66 1013.975*
194.227 237.832 312.567 407.784 (2 x 253.65) (2 x 312.57) (2 x 365.016) | (2 x 435.833) | 1014.61
248.200 313.155 (4 x 253.65)
253.652% 313.184 433.922 (vw) 546.075% 626.37 760.95
265.204 334.148 4347506 (vw) | 576.961 (2 x313.184) | (3 x 253.65)
280.346 365.016* 579.067
289.360 365.484 435.833*
296.728 366.328
404.442 696.543* 706.722 800.616 912.297%
415.859% 727.294 801.479 922.450
416.418 738.398 810.369 965.779
418.188 750.387* 811.531* 978.450
419.103 751.465 826.452 1047.005
420.067* 763.511% 840.821 1067.3565
425.936 772.376 842.465
427.217 794.818 852.144
430.010 866.794
433.356
336.99 533.078 603.000 702.405 808.246 920.176
341.790 534.109 607.434 703.241% 811.855 1056.241
344.770 540.056 609.616% 705911 813.641 1079.804
346.658 585.249% 614.306* 717.394 825.938 1084.448%
347.257 588.190 616.359 724.517% 826.608
352.047*% 594.483 621.728 747.244 830.033
359.353 597.553 626.650 748.887 836.575
630.479 753.577 837.761%
633.443 754.404 849.536
638.299* 783.906 863.465
640.225% 794.318 865.438
650.653* 878.062
653.288 878.375
659.895 885.387
667.828*
671.704
692.947
Pr’nceton www.princetoninstruments.com | info@princetoninstruments.com

TOLL-FREE +1.877.474.2286 | USA +1.609.587.9797
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